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1 Einleitung 
 
Die Zelle ist für die Biologie ein ebenso grundlegendes Gebilde wie das Atom für die 
Chemie, denn alle Lebewesen bestehen aus Zellen. In der Hierarchie der biologischen 
Organisation ist die Zelle die einfachste lebensfähige Materienansammlung. Auch in 
höheren Organisationsebenen, wie Geweben und Organen, sind die Zellen als 
grundlegende Struktur- und Funktionseinheit des Organismus zu betrachten. Bei dem 
Verständnis des Aufbaus und der Funktion einer Zelle besteht die größte 
Herausforderung darin, die zugrunde liegenden Strukturen, mit Dimensionen bis zu 
wenigen Nanometern zu visualisieren. 
 
1.1 Mikroskopie 
Die Entwicklung eines Wissenschaftsgebietes verläuft oft parallel zur Erfindung von 
Instrumenten. Das Mikroskop ist so eng wie kaum ein anderes Instrument mit der 
biologischen und medizinischen Grundlagenforschung verknüpft. Die Entdeckung der 
Zellen und erste Untersuchungen ihres Aufbaus waren nach der Erfindung des 
Mikroskops durch den Niederländer Leeuwenhook im 17. Jahrhundert möglich 
geworden (Geiger and Schell, 1926). Bei den ersten Mikroskopen handelte es sich um 
Lichtmikroskope und trotz späterer Entwicklung einer Vielzahl weiterer 
Mikroskopieverfahren ist die Lichtmikroskopie nach wie vor als eine der wichtigsten 
abbildenden Methoden in der biologischen und medizinischen Forschung anzusehen. Es 
gibt zwei wichtige Parameter in der Mikroskopie, die Vergrößerung und das 
Auflösungsvermögen (Abbe, 1904). Die Vergrößerung besagt, um wie viel größer das 
Objekt im Verhältnis zu seinen wirklichen Ausmaßen abgebildet wird. Das 
Auflösungsvermögen dagegen gibt den kleinsten Abstand zweier Punkte an, die gerade 
noch als getrennte Punkte wiedergegeben werden können. Das Auflösungsvermögen 
von Mikroskopen ist begrenzt. Es ist möglich Mikroskope so zu konstruieren, dass sie 
einen Gegenstand beliebig stark vergrößern, aber kein klassisches Lichtmikroskop kann 
Einzelheiten von weniger als 200 nm auflösen. Die Lichtmikroskopie ist heutzutage 
stark diversifiziert. Es gibt eine Vielzahl von Verfahren, wie z.B. Fluoreszenz-, 
Reflektions-, Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie. Die in der biologischen und 
medizinischen Forschung am meisten verbreitete Art der Mikroskopie ist die 
Fluoreszenzmikroskopie (Pawley J, 1995). Sie ist heute eine der wichtigsten Methoden, 
um die Beziehung zwischen Struktur und Funktion biologischer Objekte zu erforschen. 
Dies liegt unter anderem daran, dass dreidimensionale Bildstapel des untersuchten 
Objekts aufgenommen werden können, während andere Mikroskopieverfahren, wie die 
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Rasterkraft-, Rastertunnel- und optische Nahfeldmikroskopie auf die Abbildung von 
Oberflächen beschränkt sind. Zudem können mit der Fluoreszenzmikroskopie im 
Gegensatz zur Elektronen- und Röntgenmikroskopie lebende Objekte untersucht 
werden. Dennoch war auch die Entwicklung der Elektronenmikroskopie für die 
Zellbiologie von großer Bedeutung. Bei der Elektronenmikroskopie fällt kein Licht 
durch die Probe, sondern ein Elektronenstrahl. Moderne Elektronenmikroskope 
erreichen ein Auflösungsvermögen von ~0,2 nm (Flegler et al., 1995), was formal 
gegenüber dem Lichtmikroskop eine 100fache Verbesserung darstellt. Schwächen der 
Elektronenmikroskopie sind die chemischen und physikalischen Methoden, mit denen 
die Proben vorbehandelt werden müssen. Diese Präparationsschritte können zu 
Artefakten führen. Mit der Fluoreszenzmikroskopie hingegen ist es möglich, z.B. 
lebende Organismen nach endogener Markierung mit fluoreszenten Proteinen unter 
minimalinvasiven Bedingungen zu untersuchen. (Pawley J, 1995). 
 
1.1.1 Die Abbesche  Auflösungsgrenze 
Dem Physiker Ernst Abbe gelang es im 19. Jahrhundert eine elegante Theorie der 
mikroskopischen Abbildung zu entwerfen. In einem Standardfluoreszenzmikroskop 
liegt der kleinste Abstand, bei dem zwei gleichartige Objekte, z.B. fluoreszierende 
Moleküle, als getrennt wahrgenommen werden können, bei 200 nm. Ernst Abbe konnte 
mit seinen fundamentalen Erkenntnissen über den Prozess der Abbildung diese 
Auflösungsgrenze vorhersagen. Die beiden Bildpunkte stammen nicht, wie von der 
geometrischen Optik vorhergesagt, von einem einzigen Objektpunkt, sondern von 
einem Objektbereich, dessen Ausdehnung durch das Beugungsmuster des Lichts an der 
Öffnung des Objektivs bestimmt wird.  
Wird ein Objekt durch ein optisches System abgebildet, wird dessen Wellenfunktion, 
die sich aus der Überlagerung aller Kugelwellen von jedem Punkt des Objektes 
zusammensetzt, durch den Abbildungsprozess verändert. Die Point-Spread-Funktion 
(PSF) des abbildenden Systems ist die Funktion, durch deren mathematische Faltung 
mit jedem Punkt des Objektraums das Ergebnis im Bildraum beschrieben werden kann. 
Somit ist die PSF charakteristisch für ein abbildendes System und gibt dessen 
Auflösung an (Born and Wolf, 1993).  
Das Auflösungsvermögen kann auf mehrere Weisen definiert werden. Die bekannteste 
ist die nach dem Rayleigh-Kriterium. Dieses besagt, dass sich das Hauptmaximum des 
einen Punktes höchstens im ersten Minimum des anderen Punktes befinden darf, damit 
diese Punkte getrennt aufgelöst werden können. Somit ergibt sich als minimaler 
Abstand für die Auflösung zweier Objekte der Radius des Hauptmaximums. 
 
 
1 Einleitung   
 
3 
 
 
 
Abbildung 1.1.1  Auflösungsvermögen nach Rayleigh. Dargestellt ist der 
Mindestabstand, bei dem zwei gleichwertige Punkte von einander getrennt aufgelöst werden 
können. Dabei liegt das Hauptmaximum der Punktverteilungsfunktion des einen Punktes im 
ersten Minimum des anderen Punktes (Born and Wolf, 1993). 
 
 
 
Wird nun die Auflösung in axialer Richtung ebenfalls über den halben Abstand der 
ersten Minima definiert, so erhält man für die Auflösung des 
Epifluoreszenzmikroskops: 
 
 
 
 
NA
x 061.0 λ=∆  (1.1) 
 
 2
000.2
NA
n
z
λ⋅
=∆  (1.2) 
 
 
 
Dabei ist ∆x und ∆z der minimal auflösbare Abstand zwischen zwei Punkten. Die 
Numerische Apertur des Objektivs ist hier NA = n sin(α) wobei n der Brechungsindex 
der Probe ist und α den halben Öffnungswinkel des Objektivs beschreibt. Die 
Wellenlänge des Fluoreszenzlichtes ist mit λ0 gegeben. 
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Definiert man die Auflösung hingegen über die Halbwertsbreite (FWHM, full width at 
half maximum) der PSF so ergibt sich in lateraler und axialer Richtung (Egner, 2002):  
 
 
NA
x 051.0 λ=∆  (1.3) 
 
 2
077.1
NA
n
z
λ⋅
=∆  (1.4) 
 
Die Auflösung hat also mit der eigentlichen Größe der Objekte wenig zu tun. Es ist 
ohne weiteres möglich, einzelne Fluoreszenzmoleküle eines Durchmessers von wenigen 
Nanometern mit einem Lichtmikroskop zu detektieren. Dafür dürfen die Objekte aber 
nicht näher als ∆x für die laterale Richtung oder ∆z für die axiale Richtung beieinander 
liegen, da die Beugungsmuster im Bild nicht überlappen dürfen.  
 
1.2 Fluoreszenzmikroskopie 
Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden die zu untersuchenden Organellen und 
Strukturen direkt oder indirekt mit einem fluoreszierenden Farbstoff spezifisch 
markiert. Hierbei ist eine Vielzahl von Markierungsstrategien, wie z.B. die Verwendung 
von Antikörpern, DNA-Sequenzen oder Proteinen, die mit Fluoreszenzfarbstoffen 
versehen wurden, möglich. Der Farbstoff liefert aufgrund seiner charakteristischen 
Fluoreszenzemission Informationen über die Lage und Funktion des markierten 
Zellbausteins. Ein großer Vorteil der Fluoreszenzmikroskopie ist die Flexibilität bei der 
spezifischen Markierung der Proben. So ist es möglich, in der gleichen Probe mehrere 
unterschiedliche Farbstoffe zu verwenden. Das von den Farbstoffen emittierte 
Fluoreszenzlicht wird spektral vom Beleuchtungslicht getrennt und detektiert. 
Durch die moderne Fluoreszenzmikroskopie ist es möglich, eine Bandbreite von 
biologischen und medizinischen Fragestellungen zu beantworten. 
Das Fluoreszenzmikroskop ist wie ein Auflichtmikroskop aufgebaut. Das zu 
untersuchende Objekt wird dabei nicht durchstrahlt, sondern durch das gleiche Objektiv 
beleuchtet und detektiert. Die korrekte Bezeichnung eines solchen Aufbaus ist 
Epifluoreszenzmikroskop. In der Regel werden Quecksilberdampflampen oder Laser als 
Lichtquellen eingesetzt. Quecksilberdampflampen emittieren Licht im ultravioletten 
Bereich sowie über das gesamte sichtbare Spektrum. Mit einem optischen Filter wird 
die für die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes notwendige Wellenlänge isoliert. Das 
Licht wird auf das Objekt geleitet und regt die Farbstoffmoleküle zur Fluoreszenz an. 
Das emittierte längerwellige Fluoreszenzlicht wird durch das Objektiv gesammelt und 
1 Einleitung   
 
5 
mit Hilfe eines dichroischen Spiegels und eines weiteren Farbfilters im Strahlengang 
vom anregenden Licht getrennt. Das selektierte Fluoreszenzlicht kann letztendlich 
durch das Okular oder elektronische Detektoren, wie z.B. Kamera, Photomultiplier und 
Photodioden detektiert werden. 
 
1.3 Konfokale Fluoreszenzraster-Mikroskopie 
Bei einem Fluoreszenzraster-Mikroskop wird die zu untersuchende Probe nicht 
komplett beleuchtet, es wird hingegen eine Punktlichtquelle auf der Probe abgebildet. 
Laser werden dabei bevorzugt, weil sie aufgrund ihrer hohen Strahldichte genügend 
Licht zur Verfügung stellen können, um die Farbstoffe effizient anzuregen (Minsky, 
1961). Zudem lassen sie sich aufgrund ihrer hohen Strahlqualität gut fokussieren. Die 
Lichtquelle wird durch Objektive hoher NA beugungsbegrenzt auf die Probe fokussiert. 
Hierdurch entsteht eine Intensitätsverteilung in der Probe, mit welcher die Probe 
abgerastert wird. Diese Intensitätsverteilung entspricht dem Bild der Punktlichtquelle 
und damit der Beleuchtungs-PSF hbel(r). Das Fluoreszenzlicht wird, gefiltert durch einen 
dichroitischen Spiegel, auf einen Detektor abgebildet. Um zu verhindern, dass 
Fluoreszenzlicht außerhalb der fokalen Ebene den Detektor erreicht, wird eine 
Lochblende unmittelbar vor dem Detektor positioniert. Das Bild der Lochblende in der 
Probe gibt die Detektions-PSF hdet(r) wieder. Sie beschreibt mit welcher 
Wahrscheinlichkeit ein emittiertes Photon am Ort (r) detektiert wird. Die gesamte PSF 
eines konfokalen Fluoreszenzraster-Mikroskops ergibt sich aus dem Produkt der 
Beleuchtungs-PSF und der Detektions-PSF. Dabei ist die Beleuchtungs-PSF 
proportional zur Intensitätsverteilung im Laserfokus und zum Beleuchtungsquerschnitt 
σ. Die Detektions-PSF wird maßgeblich von der Größe der Detektionslochblende 
bestimmt. Die effektive Detektions-PSF setzt sich somit aus einer Faltung der PSF für 
eine infinitisemal kleine Lochblende (Radius p => 0) mit einer Lochblendenfunktion 
lp(r) zusammen. Somit erhält man für die Gesamt-PSF eines konfokalen 
Fluoreszenzraster-Mikroskops: 
 
 
( ) ( ) ( ) ( )rprpgesamt lhrconstrh ⊗⋅Ε⋅⋅= =02σ  (1.5) 
 
In obiger Formel beschreibt |E(r)|2 das Betragsquadrat des elektrischen Feldes und es 
gilt const·σ·|E(r)|2=hbel. 
Nun gibt es bei der Verwendung von Lasern die Möglichkeit, unter 1-
Photonenanregung oder unter Mehrphotonenanregung zu arbeiten. Bei der 1-
Photonentheorie bewirkt die Absorption eines energiereichen Photons die Emission 
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eines energieärmeren Photons. Es wird also immer mit einer kleineren Wellenlänge 
angeregt, als die zu erwartende Emission (Stroppe, 1989).  
Bei der 2-Photonenanregung werden simultan zwei energiearme Photonen absorbiert 
(Kaiser and Garret, 1961). Diese Absorption kann nur bei einer ausreichenden 
Photonenflussdichte von Φ=1024 – 1024 Photonen cm-2 s-1 erreicht werden (König et al., 
1999). Diese enorm hohe Anzahl Photonen pro Fläche und Zeit kann mit Objektiven 
hoher NA und Laserstrahlen hoher Dichte erreicht werden.(Denk et al., 1990)gelang es 
erstmalig, Fluoreszenzen in lebenden Zellen mit der 2-Photonenanregung zu realisieren. 
Durch die Verwendung von Objektiven mit hoher NA ist es möglich, die für die 
Absorption notwendigen hohen Photonenflussdichten auf ein sehr kleines 
Anregungsvolumen zu begrenzen. Eine hohe Hintergrundfluoreszenz, bedingt durch ein 
großes Anregungsvolumen, kann bei der 2-Photonenmikroskopie reduziert werden 
(König et al., 1996). Des Weiteren kann ein Ausbleichen der Fluorophore außerhalb des 
Fokus vernachlässigt werden, da die Anregung der Fluorophore fast nur im Fokus 
erfolgt (Xu et al., 1996). Bei dem Einsetzen von Wellenlängen in dem Bereich vom 700 
nm bis 1200 nm ist das Schädigungspotential so gering, dass dies eine Anwendung in 
der in vivo Diagnostik erlaubt (König et al., 2000;Squirrell et al., 1999). 
 
 
1.4 4Pi-Mikroskopie 
Für das geringe axiale Auflösungsvermögen eines herkömmlichen Fluoreszenz-
Mikroskops von ~500 nm gibt es eine anschauliche Erklärung, die in der Asymmetrie 
des Fokussierungsprozesses wieder zu finden ist. Mit einem Objektiv ist es nur möglich 
einen endlichen Ausschnitt einer Kugelwelle abzubilden (Abb. 1.4.1, obere Reihe) 
(Kano et al., 2001). Bei einer kugelförmigen Wellenfront mit einem Raumwinkel von 
4Pi würde man einen kugelförmigen Fokus erhalten und somit eine isotrope Auflösung 
in alle Raumrichtungen. Mit Hilfe eines zweiten Objektivs, das dem ersten 
entgegengerichtet ist und auf denselben Punkt fokussiert, lässt sich die Wellenfront 
vergrößern. Wie schon zuvor beschrieben, ist die axiale Auflösung umgekehrt 
proportional zum Quadrat der Numerischen Apertur. Die Gesamtapertur lässt sich in 
axialer Richtung erhöhen, wenn zwei Objektive genutzt werden. Durch die 
Überlagerung des kohärenten Lichtes ergänzen sich die Wellenfronten, so dass nun 
annähernd ein Raumwinkel von 4Pi genutzt wird. Ist die Interferenz des überlagerten 
kohärenten Lichts konstruktiv, so erhält man axial ein viermal engeres Hauptmaximum 
(Bewersdorf et al., 2006). 
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Abbildung 1.4.1   PSF: Die gerechnete fokale Intensitätsverteilung (PSF) bei der Nutzung eines 
einzelnen Objektivs (obere Reihe) und bei der Verwendung zweier Objektive hoher numerischer Apertur, 
wie sie der 4Pi-Mikroskopie zugrunde liegt (untere Reihe)(Bille and Schlegel, 2005).  
 
 
Die Detektionsapertur kann auf ähnliche Weise erhöht werden. Befindet sich das 
emittierende Objekt im Fokalbereich der beiden Objektive, so ist es möglich die 
emittierende Wellenfront mit beiden Objektiven zu erfassen. Die Detektionswellenfront 
wird vergrößert, wenn die erfassten Ausschnitte in einem Punktdetektor kohärent 
zusammengeführt werden. Dies ermöglicht genauere Informationen über die Lage der 
emittierenden Objekte zu erhalten. Die Grundidee, auf die die 4Pi-Mikroskopie aufbaut, 
ist somit die interferometrische Verwendung zweier Objektive, die eine hohe 
numerische Apertur aufweisen. Wünschenswert wäre hierbei die Ausnutzung des vollen 
Raumwinkels von 4Pi, aber die praktische Realisierbarkeit ermöglicht nur einen 
Raumwinkel in der Größenordnung von 3Pi. Das Akronym 4Pi soll aber an die 
Grundidee erinnern. Die Intensitätsverteilung ergibt sich durch die Addition der 
Amplituden PSF der entgegengerichteten Objektive: 
 
 
 
( ) ( ) ( ) 2214 ,,, vuhvuhvuh −±=pi  (1.6) 
 
 
Die entgegengesetzten Objektive h1 und h2 werden durch das Vorzeichen von u 
unterschieden. Für die konstruktive Interferenz im geometrischen Fokus steht die 
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Addition und für die destruktive Interferenz die Subtraktion der beiden Terme. Die 
Variablen u und v sind optische Koordinaten, die mit den Ortskoordinaten, x, y, z über 
die Beziehung u=8πnzsin2(α/2)/λ bzw. v=2πnrsin(α)/λ verknüpft sind. Wie der Abb. 
1.4.1 (untere Reihe) zu entnehmen ist, ist die 4Pi-PSF deutlich durch die Interferenz 
geprägt. Man erhält ein Hauptmaximum mit ausgeprägten Nebenmaxima.  
Mit zunehmendem Aperturwinkel der Objektive nimmt auch die Zahl der 
Nebenmaxima ab. Bei einem ausreichend großen Aperturwinkel könnte man sich der 
"Idealsituation" eines Raumwinkels von 4Pi annähern. Leider ist dies technisch nicht 
realisierbar, da es keine Objektive gibt, deren halber Öffnungswinkel mehr als 70° 
beträgt. Zudem kann der Brechungsindex des Mediums nicht beliebig hoch gewählt 
werden.  
Es sind drei Typen von 4Pi-konfokaler Mikroskopie möglich. Es kann kohärent durch 
beide Objektive beleuchtet werden (Typ A), oder die Lichtwellen sind auf der 
Detektionsebene kohärent (Typ B). Zudem ist es auch möglich beides gleichzeitig zu 
nutzen (Typ C). Bei dem Typ A hat nur die Beleuchtungs-PSF die Gestalt einer 4Pi-
Intensitätsverteilungs-PSF, bei Typ B ist es die Detektions-PSF und bei Typ C sind es 
beide (Bewersdorf et al., 2006;Gugel et al., 2004;Hell et al., 1997). Alle Verfahren sind 
realisierbar, dennoch ist Typ A am einfachsten umzusetzen, weil es leichter ist 
kohärentes Laserlicht zur Interferenz zu bringen. Hierbei ergibt sich folgenden PSF: 
 
 
 
 
( ) ( ) ( )vuhvuhvuh illAconf ,,, det4,4 ⋅= pipi  (1.7) 
 
 
 
Durch den konfokalen Aufbau ist nicht nur die Möglichkeit gegeben, 3D-Abbildungen 
zu erstellen, sondern die Einführung einer konfokalen Lochblende schwächt auch die 
Höhe der Nebenmaxima ab. Die Lochblende lässt das Signal des Maximums leichter 
passieren als die Fluoreszenz der Nebenmaxima. Somit beträgt die Höhe der 
Nebenmaxima ~50%. In einer 3D-Konstruktion aus 4Pi-Daten führt das Vorhandensein 
der Nebenmaxima zu Artefakten. Die Nebenmaxima können aber mathematisch 
entfernt werden. 
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Abbildung 1.4.2  Entfaltung. Der Fokus eines (a) konfokalen und eines (b) 4Pi-konfokalen 
Mikroskops. (c) Abbildung gibt schematisch eine Funktion an, welche die Lage und Höhe der Peaks in 
(b) beschreibt. Durch die Entfaltung des 4Pi-konfokalen Fokus (b) mit einer inversen Funktion zu (c) 
erhält man den effektiven Fokus (d). (Bille and Schlegel, 2005) 
 
Die 4Pi-konfokale PSF kann dabei als eine Faltung eines Einzelpeaks mit der Summe 
aus gewichteten Deltafunktionen betrachtet werden. Diese Deltafunktionen beschreiben 
die Höhe und Position der Peaks. Die Anzahl, Höhe und Position der Peaks ist durch die 
Apertur, Wellenlänge und relative Phase der interferierenden Wellenfronten gegeben. 
Deshalb lassen sich die Nebenmaxima durch eine Entfaltung mit einer zur 
Deltafunktion inversen Funktion entfernen (Abb. 1.4.2) (Hell and Stelzer, 1992a). 
Somit liefert die 4Pi-Mikroskopie eine vielfache Verbesserung der Auflösung in axialer 
Richtung. Bei einem herkömmlichen konfokalen Fluoreszenzmikroskop erlangt man 
eine Auflösung von ~200 nm in lateraler Richtung und ~500 nm in axialer Richtung. 
Mit der 4Pi-Mikroskopie wird die laterale Auflösung nicht erhöht, aber die axiale 
Auflösung ist mit ~100 – 110 nm deutlich verbessert. Deshalb ist es nun mit der 4Pi-
Mikroskopie möglich, strukturelle Eigenschaften verschiedener Zellkomponenten 
detallierter zu untersuchen und mit einer höheren Auflösung fluoreszenzmikroskopisch 
darzustellen. Aktinfilamente, die das Zytoskelett der Zelle bilden und mit einem 
Durchmesser von ~ 7nm weit unter der Auflösungsgrenze liegen, konnten bereits 
dargestellt werden (Hell et al., 1997;Schrader et al., 1998). Da es sich bei dem 4Pi-
Mikroskop um einen konfokalen Aufbau handelt, besteht die Möglichkeit, 3D-Modelle 
der untersuchten Strukturen zu erstellen. Die mit der 4Pi-Mikroskopie erstellten 3D-
Modelle vom Golgi-Apparat in Vero-Zellen (Egner and Hell, 2005) und auch von dem 
Netzwerk der Mitochondrien in lebenden Hefezellen (Egner and Hell, 2005) lieferten 
genauere Daten zur räumlichen Struktur, als es mit der herkömmlichen Mikroskopie 
möglich ist. 
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1.5 Kernporenkomplex 
Die Kernporenkomplexe (nuclear pore complexes, NPCs) sind zelluläre Strukturen, die 
in die Kernhülle des Zellkerns eingebettet sind und den intrazellulären Transport von 
Proteinen und RNA zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma vermitteln. (Conti and 
Izaurralde, 2001;Fahrenkrog and Aebi, 2003;Gorlich and Kutay, 1999). Da die 
Transkription und die Proteinbiosynthese in eukaryontischen Zellen räumlich durch die 
Kernhülle getrennt sind, sind die Kernporenkomplexe als Membrantransporter 
unabdinglich. Sie steuern den selektiven Export der im Kern transkribierten und 
prozessierten RNAs, die meist in Ribonukleoproteinen (RNPs) assoziiert vorliegen. Des 
Weiteren muss ein gerichteter Import der im Zytoplasma synthetisierten nukleären 
Proteine erfolgen. Somit sind die meisten grundlegenden Funktionen der Zellen mit der 
Aktivität des Kernporenkomplexes verknüpft. Diese Bedeutung spiegelt sich auch in der 
Tatsache wieder, dass eine Vielzahl pathologischer Fehlfunktionen des 
Kernporenkomplexes beschrieben sind. Aus diesem Grund wurde der 
Kernporenkomplex zu einem wichtigen Forschungsobjekt in biologischen, 
biochemischen und biophysikalischen Studien (Cook et al., 2007;Peters, 2006c;Tran 
and Wente, 2006;Conti and Izaurralde, 2001;Hetzer et al., 2005;Stoffler et al., 2006). 
Um den Kernporenkomplex besser verstehen zu können, ist es notwendig detaillierte 
Informationen sowohl über die molekulare Struktur als auch über die Funktion zu 
bekommen. Anhand von elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte die grobe 
3-dimensionale Struktur des Kernporenkomplexes von Xenopus laevis weitestgehend 
analysiert werden (Akey and Radermacher, 1993;Hinshaw et al., 1992;Stoffler et al., 
2003). Auch von anderen eukaryontischen Zellen konnten 3-dimensionale Modelle des 
Kernporenkomplexes durch elektronenmikroskopische Aufnahmen mit einem 
Auflösungsvermögen von 6-10 nm, gemacht werden (Beck et al., 2004;Beck et al., 
2007;Stoffler et al., 2006). Anhand verschiedener Techniken, zu der auch die 
Elektronenmikroskopie und die Röntgenbeugung gehören (Schwartz, 2005), ist man 
sich über die wahrscheinliche Anordnung der Kernporenkomplexuntereinheiten einig 
geworden (Alber et al., 2007;Devos et al., 2006). Er setzt sich demnach aus dem 8fach 
symmetrischen central framework, der zwischen zwei Ringeinheiten, dem 
zytoplasmatischen Ring und dem nukleären Ring eingebettet ist, zusammen. Acht 
Filamente, die ~50 nm lang sind, ragen vom zytoplasmatischen Ring aus ins 
Zytoplasma. Der nukleäre Ring hingegen ist mit einem so genannten nuclear basket 
ausgestattet, der sich aus acht Filamenten zusammensetzt, die sich am Ende vereinen 
und den distalen Ring bilden (Abb. 1.5.1).  
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Abbildung 1.5.1   Schematische Darstellung des Kernporenkomplexes. Darstellung der 
wesentlichen Strukturelemente eines Kernporenkomplexes (Fahrenkrog, 2006) 
 
 
Bei der Analyse des Kernporenkomplexes spielt die Fluoreszenzmikroskopie eine 
entscheidende Rolle. Um den nukleozytoplasmatischen Transport in lebenden Zellen zu 
untersuchen, wurde die Fluoreszenzmikroskopie in Kombination mit verschiedenen 
Techniken wie die Mikroinjektion, Zellfusionen und genetischen Manipulationen 
eingesetzt. Es wurde mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie an permeabilisierten Zellen 
die Beteiligung von verschiedenen Faktoren, wie Importinen, Exportinen und Ran am 
nukleozytoplasmatischen Transport aufgedeckt (Adam et al., 1990). Zudem konnten 
Kinetiken des Transports fluoreszenter Substrate durch den Kernporenkomplex von 
Xenopus laevis mit OSTR (Optical Single Transporter Recording, Optische 
Einzeltransportanalyse) analysiert werden (Keminer and Peters, 1999;Keminer et al., 
1999).  
Im Inneren des Kernporenkomplexes befindet sich eine Pore mit einem Durchmesser 
von 30-50 nm und vermittelt den von Transportfaktoren abhängigen bzw. kontrollierten 
Transport von Cargos, deren Identität durch eine Signalsequenz gekennzeichnet ist 
(Pante and Kann, 2002). Aber auch die passive Diffusion von kleinen Molekülen und 
Ionen verläuft durch diese Pore (Keminer et al., 1999). Zudem ist der central 
framework von 8 peripheren Kanälen durchzogen. Es ist unklar, ob sie für die Diffusion 
kleinerer Moleküle und Ionen zuständig sind, oder welche Aufgabe ihnen zukommt. Ein 
weiteres strukturelles Element, das in elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
beobachtet wurde, wird als central plug bezeichnet. Diese Struktur im Inneren der Pore 
wurde ursprünglich als ein permanenter Bestandteil des Kernporenkomplexes 
angesehen (Akey and Radermacher, 1993). Es wurde postuliert, dass er den aktiven 
Transport von den signalabhängigen Cargos bewerkstelligt. Spätere Untersuchungen 
haben aber ergeben, dass der central plug variabel in seiner Form und Größe ist und 
sogar mobil sein kann (Stoffler et al., 1999;Stoffler et al., 2003). Aus diesem Grund 
wird vermutet, dass es sich bei den central plug um große Transportkomplexe handelt, 
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die während der Präparation in der Pore fixiert wurden. Die grundlegende Struktur des 
Kernporenkomplexes scheint sich während der Evolution kaum verändert zu haben. Im 
strukturellen Aufbau sind sich die Kernporenkomplexe der Bäckerhefe Saccharomyces 
cerevisiae und die der Vertebraten sehr ähnlich. Sie unterscheiden sich nur in der 
linearen Abmessung und der Masse, mit ~40 MDa ist der Kernporenkomplex der 
Bäckerhefe kleiner. Die Masse des Kernporenkomplexes von Vertebraten beläuft sich 
auf ~60 MDa (Fahrenkrog et al., 1998;Yang et al., 1998). 
 
 
Abbildung 1.5.2  Struktur des Kernporenkomplexes. (a) 3-dimensionale Darstellung 
(Fahrenkrog and Aebi, 2003) (b) dargestellt ist die Hälfte eines Kernporenkomplexes (Vertebraten) und 
Verteilung der symmetrischen und asymmetrischen Proteine (Powers and Dasso, 2004).  
 
 
Der Kernporenkomplex setzt sich aus etwa 30 Proteinen zusammen, die in mehrfachen 
Kopien vorliegen. Diese Proteine werden Nukleoporine (Nup) genannt (Cronshaw et 
al., 2002;Rout et al., 2000). Mittels elektronenmikroskopischer Lokalisierung konnte 
gezeigt werden, dass die Nups sowohl symmetrisch als auch asymmetrisch vorkommen 
können. Dabei treten die meisten Nups symmetrisch auf, d.h. sie können auf der 
zytoplasmatischen und auch auf der nukleären Seite des Kernporenkomplexes 
lokalisiert werden. Die asymmetrischen Nups können entweder auf der 
zytoplasmatischen Seite, oder auf der nukleären Seite vorkommen (Fahrenkrog et al., 
1998;Rout et al., 2000).  
Aufgrund der achtfachen Symmetrie sind von jedem Protein mindestens 8 Kopien 
vorhanden, deshalb wird die Gesamtzahl der Proteine auf 600-1000 geschätzt (Alber et 
al., 2007;Devos et al., 2006).  
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1.5.1 Nukleozytoplasmatischer Transport 
Der Cargotransport zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma findet aufgrund 
Phenylalanin-Glycin- (FG-) reicher Domänen an einigen Nukleoporinen statt. Etwa ein 
Drittel der Proteine enthält diese FG-Domänen. Jeder dieser Domänen beinhaltet ~50 
FG-Wiederholungen. Die einzelnen FG-Wiederholungen bestehen aus einem 
hydrophoben Aminosäureteil, wie FG, FXFG oder GLFG und aus 5-50 
Aminosäureresten die hydrophile Linker bilden (Denning et al., 2003) Wie der 
nukleozytoplasmatische Transport im Einzelnen stattfindet, konnte bis heute noch nicht 
vollständig entschlüsselt werden. Es wurden verschiedene Modelle zum Transport 
durch die Kernpore postuliert. 
 
1.5.1.1 „Brownian affinity gating“ 
Es ist bekannt, dass der Kernporenkomplex mit einem engen Kanal ausgestattet ist, der 
eine Verbindung zwischen Zytoplasma und Nukleoplasma darstellt. Dieser Kanal ist an 
den Enden mit filamentös angeordneten Nukleoporinen versehen, die FG-Domänen 
enthalten. Diese Nups sind dicht aneinander angeordnet. Aufgrund Brownscher 
Bewegung schwingen die Filamente und bilden somit eine Abschirmung über dem 
Kanal, wodurch Makromoleküle am Eintritt gehindert werden. Durch die Bindung der 
Makromoleküle an Transportproteine, wie z.B. Importin, die ihrerseits an die FG-
Domänen andocken, findet aufgrund einer längeren Verweildauer eine erleichterte 
Diffusion statt. Anhand von Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass die Affinität 
für Importine von der zytoplasmatischen Seite des Kernporenkomplexes zur nukleären 
Seite kontinuierlich zunimmt (Ben-Efraim and Gerace, 2001). Deshalb können die 
Cargos entlang der FG-Domänen, die sich durch die komplette Pore ziehen, 
weitergereicht werden. Durch den Konzentrationsunterschied der Cargos zwischen 
Zytoplasma und Nukleoplasma lösen sich die Transportkomplexe einfach von dem 
nuclear basket. Dieses Modell wurde von Rout und Chait basierend auf 
Untersuchungen an Hefe-Zellen erstellt (Rout et al., 2000;Stoffler et al., 1999) 
 
1.5.1.2 „Selective Phase“ 
Bei der Erstellung eines anderen Modells konnte beobachtet werden, dass 
Transportkomplexe durch die Kopplung an einen nuclear transport receptor (NTR) 
schneller durch die Kernpore transportiert werden, als Moleküle gleicher Größe ohne 
NTR (Ribbeck and Gorlich, 2002). Aufgrund dieser Beobachtungen kommt es zu der 
Annahme, dass das Lumen des Transportkanals mit einem engen Netzwerk aus FG-
Domänen ausgekleidet ist. Diese FG-Domänen bilden eine siebartige Gelstruktur aus, 
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durch die nur Moleküle kleiner als 40 kDa ungehindert diffundieren können. Die 
Struktur könnte durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen verschiedenen FG-
Domänen erzeugt werden. Da die FG-Domänen eine ungefaltete Sekundärstruktur 
besitzen, sind sie ausreichend flexibel um Verbindungen dieser Art eingehen zu können. 
Der Transport in Gegenwart eines NTR könnte schneller erfolgen, weil der NTR an FG-
Domänen bindet, die Quervernetzung öffnet und den Transportkomplex ungehindert 
diffundieren lässt. Nach der Passage des Transportkomplexes muss der geöffnete 
Bereich innerhalb des Gels möglichst schnell durch neue FG-Interaktionen verschlossen 
werden, damit keine Moleküle ohne entsprechenden NTR den Kanal passieren können. 
Dadurch erhält dieses Modell seinen Namen: selective phase. 
 
1.5.1.3 „Reversible FG domain collapse“ 
Durch die Untersuchungen an isolierten Nukleoporinen konnte ein weiteres 
Transportmodell formuliert werden. Lim et al. (2006) hefteten das C-terminale Ende 
von Nup153, welches FG-Domänen trägt, zunächst auf eine planare Goldschicht. Aus 
Rasterkraftmessungen konnte geschlossen werden, dass dieses langkettige Polymer 
neben einer sterischen Abstoßung ein elastisches Verhalten aufweist. Daraufhin wurden 
mehrere Nup153-Moleküle auf einen Bereich mit einem Durchmesser von ~100 nm 
geheftet. Die Polymere wiesen eine polymer brush-Anordnung mit einer Höhe von 32-
200 nm auf. Durch die Zugabe von Hexadiol kam es zum Kollaps des polymer brush. 
Nach der Entfernung von Hexadiol stellte sich heraus, dass es sich um einen reversiblen 
Vorgang handelt, denn die Polymere nahmen wieder ihre ursprüngliche bürstenähnliche 
Konformation ein. Der gleiche reversible Vorgang konnte auch unter Zugabe von 
Kapß1 beobachtet werden. Hierbei wurde die Rückführung in die bürstenähnliche 
Struktur durch die Zugabe von RanGTP stimuliert. 
Des Weiteren wurde das Verhalten von Nup153 in intakten Xenopus-Kernen analysiert. 
Durch frühere Studien ist bekannt, dass das C-terminale Ende des Nup153 an allen 
Bereichen des nuclear basket vorhanden sein kann. Nach der Zugabe von Kapß1 war 
das Nup 153 ausschließlich am nukleären Ring zu lokalisieren. Dieser Vorgang konnte 
durch die Zugabe von RanGTP rückgängig gemacht werden. 
Somit wurde das reversible FG domain collapse-Modell formuliert. Dabei bilden die 
FG haltigen Nups eine Art polymer brush über dem Kanaleingang und auch innerhalb 
der Pore aus. Durch die Bindung von Transportproteinen an die FG-Repeats, 
kollabieren diese Domänen und ermöglichen somit den Transport durch die Pore. Durch 
verschiedene Bindungsprozesse wird der Transportkomplex durch die Pore geschleust 
und nach Interaktionen mit RanGTP von den FG-Repeats gelöst und freigesetzt. 
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1.5.1.4 „Reduction of dimensionality (ROD)“ 
Anhand verschiedener Studien, u.a. OSTR und Einzelmolekülanalysen, ist man zu dem 
Schluss gekommen, dass der Transport durch die Kernpore grob in zwei Arten unterteilt 
werden kann. Zum einen gibt es den Transport von nicht-bindenden Molekülen, für die 
die Kernpore einer Nanopore mit einem Durchmesser von ~10 nm entspricht. Sehr 
kleine Moleküle können durch diesen offenen Bereich diffundieren. Dem gegenüber 
steht der Transport der bindenden Moleküle. Durch die Bindung an FG-Domänen ist 
dieser Transport sehr schnell. Beide Transportprozesse können sowohl parallel als auch 
bidirektional verlaufen. 
Bei dem von R. Peters 2005 formulierten ROD-Modell kleidet ein Netzwerk aus 
hydrophoben Peptidketten den zentralen Kanal aus, einschließlich der Oberfläche der 
Filamente. Der zentrale Kanal hat einen Durchmesser von ~45 nm. Die Peptidketten 
ragen etwa 20 nm in den Kanal hinein und bilden somit in der Mitte einen offenen 
Kanal von 5-10 nm. Durch diesen offenen Kanal findet die Diffusion der nicht-
bindenden Moleküle statt. Die bindenden Moleküle interagieren zunächst mit den FG-
Domänen, die sich an den Filamenten und dem Kanaleingang befinden. Die 
Transportrezeptoren gleiten mit ihren FG-Bindungsstellen an der Oberfläche entlang, 
bleiben dabei aber mit den FG-Domänen verbunden. Durch die Bindung an die FG-
Domänen ist ausschließlich die Bewegung in zweidimensionaler Ausrichtung möglich. 
Somit ist der random walk, der für freie Moleküle in Lösung in dreidimensionaler 
Richtung aufgrund der brownschen Molekularbewegung möglich ist, durch die Bindung 
an die FG-Domänen um eine Dimension reduziert. Der Eintritt der Moleküle in den 
Transportkanal wird durch die zweidimensionale Diffusion beschleunigt. Aufgrund des 
nukleozytoplasmatischen RanGTP/GDP Gradienten erhält der Transport seine 
Richtung. Terminale hochaffine Bindungsstellen an den Ausläufern der FG-Oberfläche 
bewirken ein Einfangen der an den Kanalausgang diffundierten Moleküle. Im Nukleus 
befindet sich eine höhere Konzentration an RanGTP als im Zytoplasma. Deshalb kann 
ein im Nukleus gebildeter Exportkomplex nur im Zytoplasma durch die RanGAP 
vermittelte GTP-Hydrolyse von den FG-Domänen getrennt werden. 
 
 
 
Die Vielzahl verschiedener Modelle weißt darauf hin, dass der Kernporenkomplex noch 
nicht ausreichend analysiert wurde.  
Bei dem ersten Modell, dem Brownian affinity gating werden Strukturen des 
Kernporenkomplexes, wie die zytoplasmatischen Filamente, berücksichtigt. Allerdings 
konnte durch Studien des nukleozytoplasmatischen Transports an Hefezellen, deren 
zytoplasmatische Filamente deletiert worden waren, beobachten werden, dass ein 
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Transport stattfand. Diese Transportprozesse waren verlangsamt, der Befund widerlegt 
aber das ursprüngliche Rout-Modell. Die Theorie über die selective Phase geht davon 
aus, dass im zentralen Kanal der Pore ein Gel ausgebildet wird. Die einzelnen 
strukturellen Kernporenkomplexkomponenten werden aber nicht berücksichtigt. Bei 
den beiden weiteren vorgestellten Modellen wird der strukturelle Aufbau einbezogen, 
jedoch ist die Lage und Funktionsweise der FG-Domänen noch unklar und lässt nur 
Vermutungen zu. 
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Domänen einiger Nukleoporine, 
die mit FG-Domänen besetzt sind, eine gewisse Mobilität aufweisen. Dazu gehört unter 
anderem das Nup153, welches sich in drei Domänen unterteilen lässt. Dabei handelt es 
sich um das N-terminale Ende, die Zinkfinger-Domäne und das C-terminale Ende, 
welches sich als FG-reiche Domäne erwies. Das N-terminal Ende wurde der nukleären 
Peripherie als fest verankert zugeordnet. Die Zinkfinger-Domäne ist am distalen Ring 
des nuclear basket lokalisiert. Das C-terminale Ende konnte elektronenmikroskopisch 
sowohl an den Filamenten des nuclear basket, als auch an der zytoplasmatischen 
Peripherie der Kernpore detektiert werden, deshalb ist man zu dem Schluss gekommen, 
dass dieser Teil mobil sein muss (Fahrenkrog and Aebi, 2003). Die Lage verschiedener 
Nups wird zum Teil recht kontrovers diskutiert. Das Tpr wird an verschiedenen Stellen 
des nuclear basket lokalisiert (Frosst et al., 2002;Krull et al., 2004). Die Lage des 
Nup98 konnte auch noch nicht überzeugend geklärt werden. Es ist möglich, dass es 
symmetrisch auftritt (Powers and Dasso, 2004;Griffis et al., 2004), oder aber lediglich 
auf der nukleären Seite lokalisiert ist (Cronshaw et al., 2002).  
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1.6 Zielsetzung 
Die grundlegenden Funktionen der Zellen hängen mit der Aktivität des 
Kernporenkomplexes zusammen. Obwohl schon eine Vielzahl wissenschaftlicher 
Studien zum Kernporenkomplex durchgeführt worden sind, gibt es noch eine Reihe 
ungeklärter Fragen bezüglich Struktur und Funktion. Es wurden bereits verschiedene 
Modelle formuliert, um den nukleozytoplasmatischen Transport zu beschreiben. Für ein 
weitergehendes Verständnis der Funktionsweise des Kernporenkomplexes sind aber 
detaillierte Informationen über den molekularen Aufbau zwingend notwendig. Die 
Lokalisierung von Nukleoporinen wurde bislang überwiegend anhand 
elektronenmikroskopischer Untersuchungen analysiert. Mit der Elektronenmikroskopie 
können aber ausschließlich fixierte Proben untersucht werden und durch die aufwendige 
Probenbehandlung ist die Methode anfällig für Artefakte. Lebende Zellen könnten nur 
lichtmikroskopisch untersucht werden, allerdings mit erheblich schlechterem 
Auflösungsvermögen. In den letzten Jahren wurde aber eine Reihe von Konzepten 
entwickelt um die beugungsbedingte Auflösungsgrenze in der Mikroskopie zu 
umgehen. Ein Ansatz zielt auf die exakte Lokalisierung beugungsbegrenzter Strukturen 
ab. Hierbei kann die Lokalisierung um eine Größenordnung besser als das vorhandene 
Auflösungsvermögen erfolgen.  
Andere methodische Entwicklungen ermöglichen eine direkte Verbesserung des 
Auflösungsvermögens. So kann mit der 4Pi-Mikroskopie eine 5-7fache Verbesserung 
der Auflösung gegenüber der herkömmlichen konfokalen Mikroskopie entlang der 
optischen Achse erreicht werden. Die Auflösung entspricht immer noch der Dimension 
eines Kernporenkomplexes. Aber durch das verbesserte Auflösungsvermögen sollte 
eine präzisere Lokalisierung der einzelnen Strukturen möglich sein. 
Ziel dieser Arbeit ist es die Topographie des Kernporenkomplexes lichtmikroskopisch 
zu analysieren. Nach der Etablierung eines der ersten kommerziell erhältlichen 4Pi-
Mikroskope wird der Fokus auf die Abbildung einzelner Kernporenkomplexe gerichtet, 
um im weiteren Verlauf der Arbeit die Abstände unterschiedlicher Nups innerhalb des 
Kernporenkomplexes zu vermessen. Sollte die Topographieuntersuchung an fixierten 
Strukturen gelingen, war geplant, die Vermessung der Abstände und somit die 
detaillierte Strukturanalyse an lebenden Zellen fortzusetzen. Die hochauflösenden 
lichmikroskopischen Untersuchungen an lebenden Zellen wären eine großer Fortschritt 
gegenüber der Elektronenmikroskopie. 
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2 Material 
2.1 Zelllinien 
 NRK Zellen aus der Niere von Rattus norvegicus  
  Stabil transfiziert mit POM121-eGFP3 
  J.Ellenberg, EMBL Heidelberg 
 
 HeLa  Zellen eines Gebärmutterhalstumors  
  einer 31 jährigen Afrikanerin 
  AG Prof. R. Peters 
 
 Ptk2 Zellen aus der Niere von Potorous tridactylus 
  Stabil transfiziert mit POM121-eGFP3 
  J. Ellenberg, EMBL Heidelberg 
 
2.2 Zellkulturmedien 
 Medium für NRK DMEM (Gibco, Kat.Nr. 21969-035) mit 10% FBS, 
  2mM Glutamin, 100 U/ml Streptomycin, 100 U/ml 
  Penicillin, 500 µg/ml G418 
 
 Medium für HeLa DMEM (Gibco) mit 10% FBS, 2mM Glutamin,  
  100 U/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin 
 
 Medium für Ptk2 MEM (Gibco) mit 10% FBS, 2mM Glutamin,  
  1x nicht essentielle Aminosäuren, 100U/ml Streptomycin,  
  100 U/ml Penicillin, 500 µg/ml G418 
 
2.3 Antikörper 
2.3.1 Primäre Antikörper 
 
 Anti-Nup358-Antikörper (Kaninchen) E. Coutavas, Rockefeller  
 (C-288; AS 2550-2840)  Universität, New York 
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 Anti-TPR-Antikörper (Kaninchen)  E. Coutavas, Rockefeller  
 (C-terminales Ende)  Universität, New York 
 
 Anti-TPR-Antikörper (Ziege) Santa Cruz Biotechnology Inc. 
 (C-terminales Ende)  Santa Cruz, California, USA 
 
 Anti-TPR-Antikörper (Maus) V.Cordes; Max-Plank-Institut 
 (AS 1350-1650)  für biophysikalische Chemie; 
   Göttingen, Deutschland 
 
 Anti-Mab414-Antikörper (Maus)  Abcam, Cambridge Science Park, 
UK 
 
 Alexa Fluor® 488 Phalloidin   Molecular Probes, Inc. USA 
 
2.3.2 Sekundäre Antikörper 
 Alexa Fluor 488®     Molecular Probes, Inc. USA 
 Anti-Kaninchen-Antikörper (Ziege)   
 
 Alexa Fluor 594®   Molecular Probes, Inc. USA 
 Anti-Kaninchen-Antikörper (Ziege) 
 
 Alexa Fluor 488®    Molecular Probes, Inc. USA 
 Anti-Ziege-Antikörper (Esel) 
 
 Alexa Fluor 594®    Molecular Probes, Inc. USA 
 Anti-Ziege-Antikörper (Esel) 
 
 Rhodamine Red™-X    Molecular Probes, Inc. USA  
 Anti-Maus-Antikörper (Ziege) 
 
2.3.3 Farbstoff 
Alexa 488® C5 – Maleimid Molecular Probes, Inc., USA 
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2.4 Beads 
Fluoresbrite Plain YG 0,1µm microspheres Invitrogen Carlsbach, 
Ex: 441 nm, Em: 486 nm   Kalifornien, USA 
 
TransFluoSpheres® NeutroAvidin™  Invitrogen Carlsbach 
labeled 0,1µm microspheres;   Kalifornien, USA 
Ex: 488 nm, Em: 605 nm  
2.5 Vektoren 
pEGFP3-NUP153 (P30458)   EMBL, J.Ellenberg, Heidelberg 
 
pPOM121-EGFP3 (P30459)   EMBL, J.Ellenberg, Heidelberg 
 
2.6 Plasmidaufreinigung 
 LB-Medium    10 g Bacto-Trypton (Sigma) 
      5 g Yeast Extract (Sigma) 
     10 g NaCl (Sigma) 
     auf 1Liter H2O 
     mit NaOH auf pH 7,0 einstellen  
 
QIAprep Spin Miniprep Kit   QIAGEN, Hilden, Deutschland 
 
Kanamycinsulfat    Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim, 
       Deutschland 
 
2.7 Transfektion 
Effectene® Transfection Reagent  QIAGEN, Hilden, Deutschland 
(Kat.Nr.: 301425) 
 
Poly-Fect® Transfection Reagent  QIAGEN, Hilden, Deutschland 
(Kat.Nr.: 301105) 
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2.8 Puffer/Lösungen 
Triton X-100    Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
PBS (ohne Ca2+ und Mg2+)  Biochrom AG, Berlin 
(Phosphate-buffered saline) 
 
Fish Skin Gelantine   Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
Glycerol anhydrous   Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
Paraformaldehyd   Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
Digitonin    CALBIOCHEM®; Merck KGaA, 
      Darmstadt, Deutschland 
      (Cat# 300410) 
 
Transport-Puffer (TB)   500 mM Hepes 
      1,1 M KOAc 
      10 mM EGTA 
      50 mM Na(OAc) 
      20 mM Mg(OA)2 
      2 mM DTT 
      
mit 2M KOH auf pH 7,3 einstellen;  
      (alle Chemikalien von Sigma, bis auf DTT  
alle Angaben für 10x) 
       
Trypsin/EDTA-Lösung  Biochrom AG, Seromed®, Berlin 
 
Bio-Gel® P Polyacrylamid Gel Bio Rad Laboratories, 2000 Hercules, CA 
94547 
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2.9 Verbrauchsmaterialien/Geräte 
2.9.1 Zellkultur 
 Zellkulturflasche 25 cm² Sarstedt, Inc. Newton, USA 
 
 TC-Plate 6Well Greiner Bio-One GmbH, Solingen,  
   Deutschland 
 
 Kulturschale TPP (6 cm) Biochrom AG, Seromed®, Berlin 
 
 Falcontube (50 ml) Greiner Bio-One GmbH, Solingen, 
  Deutschland 
 
 Inkubator Binder, Tüttlingen, Deutschland 
 
 Zentrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
   
 
2.9.2 Mikroskopie 
 StarVest Modelhaft Liquid Weber dental, Stuttgart 
 
 Wirsoil®1 Dublier Silikon Bego Bremer Goldschlägerei,  
  Wilh.Herbst GmbH & Co. KG, Bremen 
 
 Quarz-Deckgläser Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
  (30 mmØ; Dicke: 220 µm) 
 
 Glas-Deckgläser Glaswarenfabrik, Karl Hecht KG, 97647 
  Sondheim, Deutschland 
  "Assistent" Microscopical Cover Glasses 
  (Nr.: 1001; 30 mm Ø; Dicke: 170 ± 1 µm) 
 
 Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
 
 Plasmacleaner Diener Electronic, Nagold 
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2.10 Mikroskopie 
TCS 4Pi-Mikroskop, Typ: A  Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
 
MaiTai, Ti:Saphire Laser  Spectra Physics, Mountain View, CA, USA 
 
Avalanche Photodiode   PerkinElmer, Foster City, CA, USA 
 
Argon-Laser    LASOS, Lasertechnik GmbH, Jena 
 
Diodenlaser    Melles Griot, Carlsbad, USA 
 
HeNe-Laser    LASOS, Lasertechnik GmbH, Jena 
 
Filter (SP700, BS560, BP500-550 Chroma Technology Corp. Rockingham, V 
        und BP607-683) VT 05101 USA 
 
HCX APO Glycerol-Immersions- Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Objektive mit Korrekturring  
(NA: 1.35; 100x Vergrößerung) 
 
HCX-Wasser-Immersions-  Leica Microsystems, Wetzlar,  
Objektive (NA: 1.20; 63x  Deutschland 
Vergrößerung) 
 
Digitalrefraktometer DR201-95 A. KRÜSS Optronic GmbH, Hamburg  
2.11 Software 
 Leica TCS 4Pi Software  Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschlang 
 
 ImageJ   Wayne Rasband, National Institutes of  
    Health, USA 
 
 IL Tracker (Plugin für ImageJ)  Ingo Lepper Software/Consulting Münster, 
    Deutschland 
 
 Imspector Image Acquisition  Andreas Schönle, Max-Planck-Institut für 
 & Analysis Software   biophysikalische Chemie, Göttingen 
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3 Methoden  
3.1 Zellkultur 
3.1.1 Kultivierung von NRK-Zellen 
Bei den NRK-Zellen handelt es sich um Epithelzellen der Niere einer Ratte (Rattus 
norvegicus). In dieser Studie wurde eine stabil mit POM121-eGFP3 transfizierte Zelllinie 
verwendet. Die Kultivierung der NRK-POM121-eGFP3 Zellen erfolgte in Dulbecco`s 
modified Eagles Medium (DMEM) mit dem Zusatz von 10% FBS (fötalem Rinderserum), 
2 mM Glutamin, 100 U/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin und 500 µg/ml Geneticin 
G418 in einem Inkubator bei beständigen 37°C und kontrollierter 5% CO2 Begasung. 
G418 diente als selektives Reagenz der stabil transfizierten Zellen. Diese Zellen wurden 
alle zwei Tage passagiert. 
 
3.1.2 Kultivierung von HeLa-Zellen 
HeLa-Zellen sind menschliche Epithelzellen. Diese Zellen, die aus einem Zervix-
Karzinom einer Patientin isoliert wurden, sind die ersten menschlichen Zellen, von denen 
eine permanente Zellkultur zur Züchtung genetisch identischer Zellklone aus Einzelzellen 
etabliert wurde. Die Bezeichnung dieser Zellen geht auf den Namen der Patientin, 
Henrietta Lacks (Baltimore 1951, früher anonymisiert als Helen Lane), zurück. 
Kultiviert wurden diese Zellen in Dulbecco`s modified Eagles Medium (DMEM), 
welches 10% FBS (fötales Rinderserum), 2 mM Glutamin und 100 U/ml Streptomycin 
sowie 100U/ml Penicillin beinhaltete. Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C 
und konstanter 5% CO2 Begasung kultiviert und alle zwei Tage passagiert. 
 
3.1.3 Kultivierung von Ptk2-Zellen 
Bei den Ptk2-Zellen handelt es sich um eine mit POM121-eGFP3 stabil transfizierte Linie. 
Es sind epitheliale Nierenzellen von Potorous tridactylus. Die Zellen wurden in Minimum 
Eagle`s Medium (MEM) unter Zusatz von 10% FBS (fötales Rinderserum), 2 mM 
Glutamin, 1x nicht essentiellen Aminosäuren, 100 U/ml Streptomycin, 100 U/ml 
Penicillin und 500 µg/ml Geneticin G418 kultiviert. Die Kultur wurde bei 37°C und 5% 
CO2 Begasung in 3 cm Kulturschalen gehalten. Durch Trypsinierung wurden die Zellen 
jeden zweiten Tag abgelöst und einmal pro Woche passagiert. Da diese Zellen sich nur 
sehr langsam teilen und für die Teilung in direkter Umgebung eine andere Zelle 
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bevorzugen, wurden sie nur einmal pro Woche passagiert und in Kulturschalen mit 
geringem Durchmesser gehalten. 
 
3.2 Immunfärbung 
Durch direkte und indirekte Fluoreszenzmarkierung wurden Zellorganellen und 
Zytoskelettkomponenten in verschiedenen Zelllinien visualisiert. 
Fluoreszenzmarkierungen wurden sowohl an fixierten als auch an permeabilisierten 
Zellen durchgeführt. Dabei wurden unterschiedliche Fluoreszenzmarker verwendet, die 
im Materialteil (2.3) aufgelistet sind. Für eine Immunfärbung mussten die Zellen 24 
Stunden vor der Präparation von den Plastikkulturschalen durch Trypsinierung gelöst und 
auf die jeweiligen Quarz- oder Glasdeckgläser ausgesät werden. 
 
3.2.1 Antikörper-Färbung 
Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und anschließend mit 4% PFA 
(Paraformaldehyd) für 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach dem Fixieren wurde 
das PFA durch 3maliges sorgfältiges Waschen mit 1x PBS von den Zellen entfernt. Durch 
Inkubation mit 0,25% Triton X-100 (t-Octylphenoxypolethoxyethanol) in 1x PBS bei 
Raumtemperatur für 10 Minuten fand eine Permeabilisierung der Zellen statt, d.h. die 
Zellmembranen wurden aufgebrochen. Anschließend wurden die Zellen dreimal für je 5 
Minuten mit 1x PBS gewaschen. Im nächsten Schritt wurden unspezifische 
Bindungsstellen durch die Zugabe von 0,5% FSG (Fish Skin Gelantine) in 1x PBS 
geblockt. Dazu wurden die Zellen für 30 min bei Raumtemperatur auf einem Schüttler mit 
dem Blockierungsreagenz inkubiert. Um eine optimale Vermischung von Lösung und 
Zellen zu erhalten, wurden die Zellen für alle weiteren Schritte auf einen Schüttler gestellt 
Der primäre Antiköper (primäre Antikörper sind bei den Materialien unter 2.3.1 
aufgeführt) wurde nach dem Blocken in entsprechender Verdünnung in einer Lösung von 
0,2% FSG und 0, 25% Triton X-100 in 1x PBS auf die Zellen gegeben. Nach einer Stunde 
Inkubationszeit wurden die Zellen für 20 Minuten mit 1x PBS gewaschen. Darauf folgend 
wurden die Zellen mit dem entsprechenden sekundären Antikörper (sekundäre Antikörper 
sind bei den Materialien unter 2.3.2 aufgeführt) ebenfalls für eine Stunde inkubiert. Der 
sekundäre Antikörper wurde gleichermaßen in einer Lösung von 0,2% FSG und 0,25% 
Triton X-100 in 1x PBS nach Herstellerangaben verdünnt. Bevor die Zellen in 87% 
Glycerol für die Nutzung der Glycerol-Immersions-Objekte, oder 1x PBS für die Nutzung 
der Wasser-Immersions-Objektive eingedeckelt wurden, mussten sie wiederum für 20 
Minuten mit 1x PBS gewaschen werden. 
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3.2.2 Aktin-Färbung 
Die Fluoreszenzmarkierung der Aktinfilamente wurde auf ähnliche Weise durchgeführt 
wie die Antikörper-Färbung. Bis einschließlich des Blockierungsschrittes der 
unspezifischen Bindungsstellen erfolgte die Behandlung analog. Danach wurden die 
Zellen mit Phalloidin-Alexa Fluor 488® inkubiert. Bei Phalloidin handelt es sich um ein 
Toxin des grünen Knollenblätterpilzes Amanita phalloides, das an filamentöses Aktin 
bindet. Durch die Kopplung des Fluoreszenzfarbstoffes Alexa Fluor 488® lässt sich 
demnach das F-Aktin in der Zelle fluoreszenzmikroskopisch visualisieren. Die Alexa 
Fluor® 488 Phalloidin-Methanol-Lösung (200 U/ml) wurde 1:60 in 1x PBS verdünnt und 
für 1 Stunde auf die Zellen gegeben. Nach dieser einstündigen Inkubation auf dem 
Schüttler wurden die Zellen mit 1x PBS für 20 Minuten gewaschen und konnten dann mit 
87% Glycerol eingedeckelt werden. 
 
3.2.3 Digitonisierung 
Neben Immunfärbungen an fixierten Zellen wurden auch Markierungsexperimente an 
Zellen durchgeführt, deren Plasmamembran selektiv durch das Detergenz Digitonin 
permeabilisiert worden war. Digitonin solubilisiert bevorzugt die cholesterolreichen 
Plasmamembranen, so dass unter definierten Bedingungen der Inkubation die 
Kernmembran intakt bleibt. 
Wie bei den anderen Färbungen befanden sich die Zellen in ihrem Nährmedium, welches 
durch gründliches Waschen mit einem Transport Puffer (TB) entfernt wurde. Zu diesem 
Zeitpunkt waren die Zellen bereits auf Eis platziert worden. Dies ist für den 
Digitonisierungsvorgang erforderlich. Das Digitonin wurde in einer Konzentration von 
0,05 mg/ml verwendet. Die Permeabilisierung durch Digitonin sollte 2,5 Minuten nicht 
überschreiten, da sich die Zellen ansonsten von dem Deckglas lösen würden. Durch 
erneutes dreimaliges Waschen der Zellen mit TB wurde der Vorgang gestoppt. 
Nun folgte die Fluoreszenzmarkierung durch Antikörper. Der Primäre Antikörper wurde 
in 0,2% FSG in TB verdünnt und für 30 Minuten auf die Zellen gegeben. Danach wurden 
die Zellen zweimal mit TB gewaschen woraufhin die Inkubation für 30 Minuten mit dem 
sekundären Antikörper folgte. Nach weiteren Waschschritten mit TB konnten die Zellen 
mit TB eingedeckelt werden. 
 
3.3 Transfektion 
Voraussetzend für eine erfolgreiche Transfektion ist eine funktionierende Zellkultur. Ziel 
der in dieser Arbeit durchgeführten Transfektionsexperimente war es, mit Hilfe eines 
Expressionsvektors ein Protein oder einen Proteinkomplex innerhalb des 
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Kernporenkomplexes durch Fusion mit GFP fluoreszenzmikroskopisch sichtbar zu 
machen. Auf den Expressionsvektoren befinden sich alle Regulationsmechanismen, die 
für die Übersetzung eines Gens ein Protein nötig sind. 
 
3.3.1 Plasmidaufreinigung 
Die Gewinnung der zur Transfektion verwendeten Plasmide erfolgte aus Escherichia coli 
Zellen des Stammes JM109, der langfristig bei -70°C gelagert wurde. Die Plasmid-DNA 
wurde aus 4 ml einer Übernachtkultur mit Hilfe eines "QIA Prep Spin Miniprep Kits" 
isoliert. Zur Durchführung der Minipräparation wurden 50 ml LB-Medium, das 100 
µg/ml des Antibiotikums Kanamycin enthielt, mit der entsprechenden Bakterienkultur 
angeimpft und bei 37°C über Nacht geschüttelt. Es wurden 4 ml der Kultur in 
Zentrifugenröhrchen überführt und zentrifugiert (6000 rpm für 3 min bei RT). Der 
Überstand wurde verworfen und die weitere Plasmidisolierung erfolgte nach dem Prinzip 
der alkalischen Lyse. Hierzu wurde ein kommerziell erhältliches Reagenzienkit benutzt 
und die Präparation wurde nach dem vorgegeben Protokoll des Herstellers durchgeführt. 
Die Zellen wurden zunächst mit 250 µl P1 Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0; 5 mM 
EDTA; 100 µg/ml RNase A) resuspendiert. Es wurden 250 µl Lysis Puffer (0,2 M NaOH; 
1% SDS) hinzugefügt und die Suspension invertiert. Durch die Zugabe von 350 µl einer 
eiskalten 3M Kalimumacetat-Lösung (pH 5.5) wurde die Suspension neutralisiert. 
Proteine und genomische DNA wurden durch Zentrifugation (13000 rpm; 10 min; RT) 
pelletiert. Danach wurde der Überstand auf die zum Kit gehörenden Säulen gegeben. 
Durch erneute Zentrifugation (1300 rpm; 1 min; RT) wurde die Plasmid-DNA an das 
Ionenaustauschermaterial innerhalb der Säule gebunden. Nach weiteren Waschschritten 
mit PB Puffer und PE Puffer erfolgte die Elution der Plasmid-DNA mit 100 µl EL Puffer 
(10 mM TRIS-Cl, pH 8.5). Bei dieser Plasmidaufreinigung wird in der Regel eine 
Konzentration von 50-200 ng/µl erhalten. 
 
3.3.2 Transiente Transfektion 
Einen Tag vor der transienten Transfektion wurden die Zellen in einer Konzentration von  
2 - 8 x 104 pro 6Well-Platte auf die entsprechenden 4Pi-Deckgläsern (Quarz oder Glas) 
ausgesät. Die Zellen wurden unter den üblichen Wachstumsbedingungen (37°C; 5% CO2) 
gehalten. Am nächsten Tag erfolgte die Transfektion mit Hilfe eines kommerziell 
erhältlichen Reagenzienkits (Effectene® Transfection Reagent). Die Zellen sollten eine 
Konfluenz von 40 – 70% aufweisen. Im Reagenzienkit sind bereits alle nötigen Lösungen 
enthalten. Dabei handelte es sich um einen Puffer, ein Enhancer-Reagenz und ein 
Effectene-Reagenz. Zunächst wurden 93 µl des Puffers mit 1,2 µl der DNA (vorhanden in 
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der Konzentration 100 ng/µl) vermengt. Zu dieser Puffer - DNA - Lösung wurde 10 µl 
Enhancer-Reagenz gegeben. Der Ansatz wurde durch kurzes Vortexen gemischt und für 
2-5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 31 µl des Effectene-Reagenz 
hinzupipettiert. Die Lösung wurde erneut für 10 s gevortext und für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Bevor das Gemisch auf die Zellen gegeben wurde, wurde es 
noch mit 625 µl Nährmedium vermengt. Die Zellen wurden mit 2,5 ml frischem 
Nährmedium versorgt. Danach wurde das Transfektionsgemisch tropfenweise auf die 
Zellen gegeben. Durch die Zugabe der Enhancermoleküle kondensiert die freie DNA, d.h. 
die DNA wird zu einem „Knäuel“ und das Molekül nimmt einen geringeren Raum ein. 
Das Effectene-Reagenz umgibt die kondensierte DNA mit kationischen Lipiden, die sich 
zu Micellen formen. Der genaue Vorgang, wie die Micellen mit der enthaltenen DNA in 
die Zellen und in den Zellkern gelangen, ist noch nicht abschließend geklärt. Die 
Inkubation mit den DNA-Konstrukten sollte nicht länger als 24 h dauern, dann sollten die 
Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit frischem Nährmedium versorgt werden. 
 
3.4 Markierung von BSA mit Alexa633 
Für die Bestimmung der Lokalisierungsgenauigkeit wurde eine fluoreszenzmarkierte 
Schicht benötigt. Dazu wurde BSA chemisch mit dem Farbstoff Alexa Fluor 633® 
markiert. Der Fluorophor ist chemisch durch eine Malemid-Gruppe aktiviert und reagiert 
mit den Thiolgruppen der Cysteine des Proteins. Zunächst wurden 50 µM BSA 
(BovineSerumAlbumin) bei Raumtemperatur in 1x PBS bei einem pH-Wert von 7,4 
gelöst. Die Lösung wurde mit einem 5x molaren Überschuss an TCEP (Tris-(2-
Carboxyethyl)Phosphin) versetzt, welches als Reduktionsmittel für die Disulfidbindungen 
diente. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde ein zweifacher Überschuss an Alexa 
633-Malemid, unter leichtem Schütteln tropfenweise hinzugegeben. Die Reaktion konnte 
wahlweise für 2h bei Raumtemperatur erfolgen oder bei 4°C über Nacht, dabei sollte das 
Gefäß vor Licht permanent geschützt werden. Über eine Gelfiltrationssäule konnte nach 
Ablauf der Reaktionszeit der ungebundene Farbstoff vom fluoreszenzmarkierten Protein 
getrennt werden. Die Gelfiltration basiert auf dem Prinzip der Größenselektion, d.h. die 
Laufgeschwindigkeit kleinerer Moleküle wird im Gegensatz zu größeren Molekülen 
verringert. Dieser Effekt beruht auf der lateralen Diffusion zwischen dem Poreninneren 
der Gelmatrix und der mobilen Phase. In diesem Fall wurde das Bio-Gel® P 
Polyacrylamide Gel eingesetzt. Es wurden 2,3 g Bio-Gel P-6 aus porösen Polyacrylamid-
Beads in 1x PBS hydratisiert. Die verwendeten Polyacrylamid-Beads haben einen 
Durchmesser von 45-90 µm. Sobald das Gelmaterial sedimentiert war, wurde der 
Überstand abgenommen, und zweimal mit 50 ml 1x PBS gewaschen. Danach wurde die 
Gelmatrix für weitere 1-2 h Raumtemperatur zum Quellen in PBS inkubiert. Das Gel 
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wurde erneut in 1x PBS resuspendiert und schnell in eine Säule gegossen. Der Puffer 
wurde so weit abgelassen, bis sich der Flüssigkeitsmeniskus am oberen Rand der 
Gelmatrix befand. Nun konnte die Probe aufgetragen werden. Dabei sollte die eingesetzte 
Proteinmenge pro Säule 1-2 mg nicht überschreiten. Die Säule wurde nach dem Einlaufen 
der Probe in die Gelmatrix mit Puffer aufgefüllt. Aufgrund der unterschiedlichen 
Wanderungsgeschwindigkeiten des markierten Proteins und des freien Farbstoffs bildeten 
sich zwei Farbstoffbanden aus. Nach dem Durchlaufen konnte das fluoreszenzmarkierte 
Protein in je 100 µl Fraktionen gesammelt werden. Die verdünnten Protein-Proben 
wurden mit Hilfe von Amicon-Ultra Zentrifugenröhrchen aufkonzentriert. Die 
Aufkonzentrierung erfolgte nach Herstellerangaben. 
 
3.5 4Pi-Mikroskopie 
Die hohen Ansprüche der 4Pi-Mikroskopie bezüglich Brechungsindex und Dicke der zu 
vermessenden Probe erfordern eine besondere Sorgfalt in der Präparation. Die Probe bzw. 
die Zellen sollten nicht zu groß sein, d.h. eine Dicke ≤ 15µm ist wünschenswert. Dabei 
sollten Strukturen ausgewählt werden, die so klein sind, dass der durch den 4Pi-Modus 
erzielte Auflösungsgewinn auch zu einem Erkenntnisgewinn im Vergleich zu konfokalen 
Aufnahmen führt. Es ist auch notwendig, die Proben so intensiv wie möglich zu Färben, 
um ein ausreichendes Signal in der 2-Photonenanregung zu erhalten. Darüber hinaus 
müssen Farbstoffe gewählt werden, die für 2-Photonenanregung geeignet sind. Die Höhe 
der Nebenmaxima kann auch durch die richtige Wahl der Farbstoffe verringert werden 
indem Farbstoffe mit einem großen Stoke-Shift ausgewählt werden. Bei Doppelfärbungen 
müssen Farbstoffe verwendet werden, die sich in der gleichen IR-Wellenlänge anregen 
lassen, sich aber deutlich in ihren Emissionsspektren unterscheiden. Des Weiteren ist 
darauf zu achten, dass die Farbstoffe so gewählt werden, dass ihre Emissionsspektren zu 
den verfügbaren Filterwürfeln für die Detektion mit den Avalanche Photodioden (APD) 
passen.  
 
3.5.1 Aufbau 
Es wurde eines der ersten kommerziell erhältlichen 4Pi-Mikroskope verwendet. Dabei 
handelt es sich um das TCS 4Pi-Mikroskop TypA von Leica Microsystems. Dieses 
Modell ist ein erweitertes konfokales Mikroskop vom Typ TCS SP2, das um ein 4Pi-
Modul erweitert wurde. Die Laserausstattung ermöglicht die Anregung der Probe sowohl 
im 1-Photonen- als auch im 2-Photonen-Modus. Darüber hinaus kann das Mikroskop 
durch Abschalten eines Objektivs im konfokalen Modus betrieben werden. Die Detektion 
kann wahlweise über die eingebauten Photomultiplier (PMT) oder die externen 
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Avalanche Photodioden (APD) erfolgen. Die 4Pi-Ausstattung setzt sich aus der 4Pi-
Kontrolleinheit, den entsprechenden Bedienungskonsolen und dem 4Pi-Kopf zusammen. 
Das Mikroskop ist auf einem aktiv schwingungsgedämpften Tisch montiert. Dieser Tisch 
verhindert und dämpft Vibrationen und ist Vorraussetzung für eine stabile Justage der 
Interferenz im Fokus.  
Zur Ausstattung gehört auch eine HBO-Lampe, die zur visuellen Einstellung der Probe 
dient. Der elektronisch verfahrbare Piezo-Tisch wird über einen Trackball gesteuert und 
nicht wie üblich am Drehregler des Stativs. Durch den Trackball lässt sich der Tisch 
genauer und einfacher positionieren. Für das Arbeiten mit der 1-Photonenanregung stehen 
ein Argon-Laser, ein Dioden-Laser und ein HeNe-Laser zur Verfügung. Im 4Pi-Modus 
wird immer mit beiden Objektiven und der 2-Photonenanregung gearbeitet. Für die 2-
Photonenanregung wird ein Ti:Sapphire Laser (MaiTai; SpectraPhysics) eingesetzt, 
dessen Femtosekundenpulse auf 100 ps gestreckt werden. Durch einen elektrooptischen 
Modulator (EOM) wird die Leistung des Multiphotonenlasers reguliert. Im 4Pi-Kopf wird 
der Laserstrahl über einen Beamsplitter aufgespaltet und in die Richtungen der Objektive 
geführt. Durch bewegliche Spiegel können die Phasen der Laserstrahlen geändert und 
aufeinander abgestimmt werden. Die Detektion erfolgt, wie zuvor erwähnt über die 
internen PMT oder bevorzugt für den 2-Photonen Modus über die APDs. Werden die 
APDs verwendet, geschieht die Selektion der Emissionwellenlängen durch einen 
Filterwürfel mit folgender Kombination: SP700, BS560, BP500-550 und BP607-683. 
 
3.5.2 Probenpräparation 
Die Probe für ein 4Pi-Mikroskop besteht aus einem Probenhalter und zwei Deckgläsern. 
Bei der Präparation der Probe muss sehr sorgfältig vorgegangen werden, da eine 
Ungenauigkeit beim Abstand der Deckgläser zueinander oder ein falscher 
Brechungsindex des Einbettmediums die korrekte Justage der Fokus-Interferenz 
unmöglich macht. 
Es wurden für jede Probe zwei Deckgläser benötigt. Für die Glycerol-Immersions-
Objektive wurden Quarz-Deckgläser (nD = 1,46) mit einem Durchmesser von 30 mm und 
einer Dicke von 220 µm benutzt. 
Bei den Messungen mit den Wasser-Immersions-Objektiven wurden Deckgläser aus 
BK7-Glas (nD = 1,51) verwendet. Diese hatten ebenfalls einen Durchmesser von 30 mm 
aber eine Dicke von 170±1 µm. Bei jeder Probe wurde ein verspiegeltes und ein nicht 
verspiegeltes Deckglas benutzt. Die verspiegelten Deckgläser wurden benötigt, um eine 
Abweichung des Brechungsindexes in der Probe über die Korrekturringe der Objektive 
auszugleichen. 
Zunächst wurde das untere verspiegelte Deckglas mit einem Modelhaftkleber auf die 
innere Kante in den Probenhalter geklebt. Nachdem der Kleber vollständig getrocknet 
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war, konnten auf das verspiegelte Deckglas fluoreszenzmarkierte Latex-Beads fixiert 
werden. Auf dem oberen Deckglas befand sich die zu vermessende Probe. Es wurden 25 
µl Einbettmedium auf das untere Deckglas pipettiert, das obere Deckglas mit der Probe 
wurde danach durch schräges Anlegen an den Probenhalter auf das Einbettmedium 
abgesenkt. Es war zu beachten, dass beim Eindeckeln keine Bläschen im Einbettmedium 
entstanden. Für Messungen mit den Glycerol-Immersions-Objektiven wurde 87% 
Glycerol (nD = 1,46) verwendet, das den gleichen Brechungsindex aufwies wie die Quarz-
Deckgläser. Somit ergaben sich keine Brechungsindexsprünge zwischen den beiden 
Objektiven. Bei den Messungen mit den Wasser-Immersions-Objektiven und Glas-
Deckgläsern wurde die Probe im Fall von fixierten Zellen in 1x PBS eingedeckelt, bei 
digitonisierten Zellen wurde Transport Puffer (TB) verwendet. Bei der 87% 
Glycerollösung wurde vor jeder Verwendung mit dem Digitalrefraktometer der 
Brechungsindex verifiziert. Nach vorsichtigem, leichtem Andrücken des oberen 
Deckglases wurde die Probe mit einem zwei Komponenten Silikonkleber verschlossen.  
 
 
 
 
Abbildung 3.5.1   4Pi-Probe. Die Probe für ein 4Pi-Mikroskop besteht aus einem Probenhalter und 
zwei Deckgläsern mit identischer Dicke. Das untere Deckglas ist mit einem Spiegel beschichtet, und ist mit 
immobilisierten Beads versehen. Auf dem oberen Deckglas befindet sich die Probe. Zum Einbetten werden 
25 µl Medium benutzt, was in einer Probendicke von ca. 25 µm resultiert. 
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3.5.2.1 Immobilisierung  fluoreszenzmarkierter Beads 
Die Beads wurden in der Regel auf das untere verspiegelte Deckglas präpariert. Nachdem 
das untere Deckglas mit Hilfe des Modelhaftklebers in dem Probenhalter fixiert worden 
war, wurde der Probenhalter in einem Plasmacleaner platziert. In dem Plasmacleaner 
wurden die Deckgläser für 3 min bei 50% Leistung durch Luftplasma aktiviert. 
Anschließend wurden 10 µl einer Poly-L-Lysin Lösung (70-150 kDa) auf das Deckglas 
pipettiert, die dann bei Raumtemperatur eintrockneten. Daraufhin wurden 10 µl der Bead-
Verdünnung (Yellow Green 1:25000 in H2O; TransFluoSperes 1:1500 in H2O) auf das 
Deckglas gegeben. Durch die vorherige Beschichtung mit Poly-L-Lysin haften die Beads 
besser an der Glasoberfläche.  
Nachdem die Lösung der Beads ebenfalls bei Raumtemperatur eingetrocknet war, konnte 
wie zuvor beschrieben mit der Probenpräparation fortgefahren werden. 
 
3.5.3 Justage des 4Pi-Mikroskops 
Die Justage wird am Beispiel der HCX APO 100x 1.35 Glycerol-Immersions-Objektive 
mit Korrekturring beschrieben. 
Die Probenhalter wurden auf beiden Seiten mit einem Tropfen Glycerol als 
Immersionsmedium versehen und zwischen die beiden Objektive positioniert. Durch 
vorsichtiges Drehen im Uhrzeigersinn und Absenken wurde der Objektivschutz des 
oberen Objektivs heruntergefahren. Danach wurde mit dem Auge unter Anregung mit der 
HBO-Lampe überprüft, ob die Probe sichtbar war. 
Nachdem die Beads auf der Probe, durch das Okular sichtbar waren, mussten sie für jedes 
Objektiv einzeln fokussiert werden. Dabei wurde immer mit dem oberen Objektiv 
begonnen, da in diesem Fall der Tisch und nicht das Objektiv bewegt wurde. Nach der 
Tischpositionierung wurden die Beads durch die entsprechende Steuerung der 
Höhenverstellung des unteren Objektivs in axialer Richtung fokussiert. Die Fokussierung 
wurde ausschließlich über die Bedienungskonsolen der 4Pi-Einheit und der Leica 
Confocal Software (LCS) durchgeführt. Dabei ist jegliche Steuerung des Grob-/Feintriebs 
über das Stativ inaktiv.  
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Abbildung 3.5.2  4Pi-Modul. Ausschnitt des 4Pi-Kopfes mit den beiden Objektiven und dem 
elektronisch verfahrbaren Tisch 
 
 
3.5.3.1 Brechungsindexanpassung 
Sowohl die Glycerol-Immersions-Objektive als auch die Wassser-Immersions-Objektive 
(63x HCX) verfügen über einen Korrekturring, der eine Anpassung des Objektivs an 
Brechungsindexabweichungen innerhalb der Probe erlaubt.  
Bei jedem Probenwechsel musste der Brechungsindex mit Hilfe des Korrekturrings erneut 
angepasst werden. 
 
 
Abbildung 3.5.3  Objektiv mit Korrekturring. Jedes Objektiv eines 4Pi-Mikroskops verfügt über 
einen Korrekturring. Die oberen Objektive, wie in der Abbildung dargestellt, besitzen einen einfachen 
Korrekturring. An den unteren Objektiven ist zusätzlich noch eine "Nase" angebracht, die aufgrund des 
Platzmangels die Justage erleichtert. 
 
 
Durch die Anpassung der Objektive an den Brechungsindex der Probe konnten 
Abberation aufgrund einer nicht idealen Einbettung allerdings nur in begrenztem Masse 
verhindert werden. 
3 Methoden   
 
34 
Zur Brechungsindexanpassung wurde der Tisch so weit in xy-Richtung verfahren, dass 
sich die Objektive ober- und unterhalb der Spiegelfläche befanden.  
Die Vermessung der Spiegel erfolgte im Reflektionsmodus mit dem Argon-Laser und 
dem Photomultiplier (PMT), wobei sowohl die Anregung als auch die Detektion des 
reflektierten Lichts bei einer Wellenlänge von 488 nm erfolgte. Die Mikroskop-
einstellungen wurden auf Scanbetrieb geschaltet, d.h. das Filterrad befand sich in Position 
4, der Objektivschutz war ausgefahren und der hintere Shutter am Stativ geschlossen, um 
das Licht der HBO-Lampe zu blocken. Die Justage wurde fortlaufend im Continous Mode 
durchgeführt wobei der Falschfarbenmodus Glow over/under gewählt wurde um eine 
eventuelle Sättigungen des PMTs zu erkennen. Für alle Messungen wurde der Beam 
Expander3 verwendet. Die korrekte Positionierung der beiden Objektive auf dem Spiegel 
ließ sich durch das Bild einer eingebauten CCD-Kamera überprüfen, die die 
Eintrittspupillen der beiden Objektive abbildete.  
 
 
Abbildung 3.5.4  Pupillenbild der CCD-Kamera. Der helle Bereich in der Mitte der Pupille zeigt 
das reflektierte Licht des Lasers. Die Objektive befinden sich somit im Bereich der Spiegel. 
 
 
Wiederum begann die Einstellung mit der Aktivierung des oberen Objektivs. Der Tisch 
wurde über den z-Positionsregler der Bedienungskonsole entlang der z-Achse verfahren. 
Dies erfolgte so lange, bis durch den Spiegelreflex ein maximales Signal detektiert wurde. 
Durch die Veränderung der z-Position des Tisches war die Probe nun nicht mehr im 
Fokus des unteren Objektivs, so dass durch Höhenverstellung des unteren Objektivs auch 
hier auf das stärkste Reflektionssignal fokussiert wurde. Diese musste nun durch 
Verfahren in der z-Richtung wieder in den Fokus gebracht werden.  
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Nun wurde die Scan-Richtung gewechselt, d. h. es wurde der xzy-Modus eingestellt. Für 
die weitere Einstellung wurde der Zoom auf 20 gestellt und das Detektionspinhole so weit 
wie möglich geschlossen. Der Spiegel war nun als eine einzelne Bande abgebildet. 
 
 
 
Abbildung 3.5.5 Spiegelreflektion. Reflektion am Spiegel in xz-Ansicht, aufgenommen mit 
einem Objektiv 
 
 
Durch die Korrekturringe der Objektive wurde nun eine bestmögliche Anpassung an den 
Brechungsindex der Probe vorgenommen. Dabei wurde wiederum mit dem oberen 
Objektiv begonnen und das untere Objektiv wurde zunächst inaktiviert. Der Korrekturring 
des oberen Objektivs wurde so lange gedreht, bis das Signal mit maximaler Stärke zu 
sehen war. Kam es hierbei zu einer Übersättigung des Signals, musste der PMT-Gain 
heruntergeregelt werden. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis das maximale 
Signal bei geringem PMT-Gain detektiert wurde. Genauso wurde bei der Einstellung des 
unteren Objektivs vorgegangen. Da der Korrekturring des unteren Objektivs schwer 
zugänglich ist, ist hier ein zusätzlicher Ring mit „Nase“ angebracht, um die Justage zu 
erleichtern. Sobald für beide Objektive die Brechungsindexanpassung abgeschlossen war, 
konnten beide gleichzeitig aktiviert werden um sie in axialer Richtung übereinander zu 
legen. Da nun die Brechungsindexabweichung ausgeglichen war, konnte zur 
Probenvermessung übergegangen werden. 
 
3.5.3.2 Messung 
Nachdem das System durch den Brechungsindexausgleich optimiert war, konnte nun die 
Messung der Proben erfolgen. Dazu wurde der Tisch in xy-Richtung verfahren, so dass 
sich die unverspiegelte Region (Mitte) des Deckglases zwischen den Objektiven befand. 
Mit dem Auge wurde durch das Okular zunächst für das obere Objektiv die Probe 
fokussiert. Die Proben waren so konstruiert, dass sich auf dem oberen Deckglas die Zellen 
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befanden und auf das untere Deckglas Beads präpariert worden waren. Bei den Beads 
handelte es sich um Latexkügelchen mit einer definierten Größe die unterhalb des 
Auflösungsvermögens liegt. Bei jeder Probe musste die Überlagerung der beiden 
Objektivfoci so wie die Justage der Interferenz an Beads durchgeführt werden. Nachdem 
die Fokussierung für das obere Objektiv erfolgt war, wurde dieses deaktiviert und das 
untere aktiviert. Mit der 4Pi-Bedienungskonsole wurde die z-Einstellung des unteren 
Objektivs so verändert, dass auch hier die Beads im Fokus lagen. Darauf folgend wurden 
die Shutter für beide Objektive geöffnet. Durch das Okular konnten nun zwei identische 
Bilder der Beads beobachtet werden. Diese wurden mit Hilfe der x- und der y- Drehregler 
der 4Pi-Bedienungskonsole grob übereinander gelegt. Nach dem Übereinanderlegen 
wurde das Mikroskop in den Scanbetrieb geschaltet.  
Anhand des Pupillenbildes war nun zu erkennen, inwieweit die Beads übereinander 
liegen. Bei einem Interferenzmuster im Pupillenbild konnte mit Hilfe der Drehregler x 
und y der 4Pi-Bedienungskonsole das untere Objektiv lateral so weit verschoben werden, 
dass ein einziges Minimum in der Pupille entstand (Abb. 3.5.6 und 3.5.7.). 
Nun waren die Objektive lateral optimal aufeinander eingestellt, was eine maximale 
destruktive Interferenz im Pupillenbild gewährleistete. Im nächsten Schritt konnte in den 
Zweiphotonenmodus gewechselt werden. Dazu wurde der Argon-Laser ausgeschaltet und 
der IR-Laser aktiviert. Die Wellenlänge musste entsprechend der verwendeten Farbstoffe 
ausgewählt werden. Bei einer Doppelfärbung wurde der Anregungsbereich so gewählt, 
dass beide Farbstoffe möglichst effizient gleichzeitig angeregt werden, auch wenn dies 
nicht den Anregungsmaxima der einzelnen Farbstoffe entsprach. Das Signal der 
Zweiphotonenanregung wurde nicht wie zuvor mit den PMTs gemessen, sondern mit den 
Avalanche Photodioden (APD). 
 
 
Abbildung 3.5.6  Interferenz in der Abbildung der Eintrittspupillen der beiden Objektive. 
Dies ist ein Interferenzbild vor der lateralen Überlagerung der beiden Objektive. Da noch viele 
Interferenzstreifen zu sehen sind, kann darauf geschlossen werden, dass die Objektive nicht optimal 
übereinander gelagert sind. Die Überlagerung muss in x- und y-Richtung nachreguliert werden. 
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Abbildung 3.5.7  Interferenzbild nach optimaler lateraler Überlagerung der Objektive. Durch 
die Nachregelung des unteren Objektivs in x- und y-Richtung wird ein einzelner destruktiever 
Interferenzstreifen in der Abbildung der Eintrittspupillen der Objektive erzeugt. Die Objektive sind optimal 
übereinander gelagert. 
 
Für das Arbeiten mit dem TiSa-Laser musste zunächst der Offset des Elektrooptischen-
Modulators (EOM) entsprechend der ausgewählten Wellenlänge eingestellt werden, um 
einen maximalen dynamischen Bereich der Laserintensität zur Verfügung zu haben. 
Aufgrund der stabilen äußeren Bedingungen (Temperatur und Luftfeuchtigkeit) im 
Messlabor konnten die für die einzelnen Wellenlängen optimalen Offsetwerte 
reproduziert werden. 
Hierzu wurde zunächst der EOM aus dem Pulsbetrieb in dem „low“-Modus geschaltet, 
indem bei gegebener Offset-Einstellung die minimale Intensität des Lasers in den 
Strahlengang des Mikroskops geleitet wird. Der Offset des EOMs wurde nun soweit 
verstellt, bis das Pupillenbild eine minimale Intensität aufwies. Danach konnte der EOM 
wieder in den Pulsbetrieb geschaltet werden. 
Nun wurde mit dem Auge durch das Okular unter Anregung mit der HBO-Lampe eine für 
die Messung geeignete Zelle ausgewählt und auf die darüber liegenden Beads fokussiert.  
Danach wurde das Mikroskop wieder in den Scanbetrieb geschaltet. Die folgenden 
Messungen wurden mit 400 Hz und bidirektionalem Scan durchgeführt. Für die Justage 
von Fokus und Interferenz wurde line average 2 im Continuous Mode genutzt. Das 
Pinhole wurde weit geöffnet, um möglichst viele Photonen zu detektieren. Aus einen Bild 
mit Zoom 1 wurde möglichst im mittleren Bereich des Scan-Feldes ein geeignetes Bead 
ausgewählt und maximal (Zoom 32) herangezoomt. Da bei diesem Zoom-Faktor die 
Pixelverweildauer stark ansteigt, war die Gefahr des Bleichens sehr hoch und der 
Vorgang musste gegebenenfalls an verschiedenen Beads wiederholt werden. Für die 
axiale Feinjustage wurde in den xzy-Modus geschaltet. Das Pinhole wurde auf 1 Airy-
Unit reduziert. Im xz-Schnitt war nun die Interferenzstruktur der Laserstrahlen zu sehen. 
Diese ist in den meisten Fällen nicht so ausgeprägt, wie das optimale 4Pi-
Interferenzmuster und musste folglich nachjustiert werden. Zunächst wurde in x-Richtung 
so weit verfahren, bis das maximale Signal detektiert wurde, d.h. die xz-Schnittebene in 
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der Mitte des beobachteten Beads lag. Danach wurde die z-Position des unteren Objektivs 
so weit nachgeregelt, bis sich im Bild ein Punkt mit maximaler Helligkeit ergab. Hierbei 
war es wichtig, auf Helligkeit und nicht auf das Interferenzmuster zu achten. Das Pinhole 
wurde nun weiter reduziert auf 0.74 Airy-Units. 
Mit hoher Wahrscheinlichkeit waren die Nebenmaxima zu diesem Zeitpunkt 
ungleichmäßig hoch. Die Asymmetrie des Interferenzmusters wurde über die Änderung 
der relativen Phase bezüglich der beiden Teilstrahlen zueinander korrigiert. Hierzu konnte 
ein Spiegel im Strahlengang des unteren Objektivs in seiner Position verändert werden. 
Um die Phase regulieren zu können, musste die Registrierkarte "Phase Adjustment" 
aktiviert werden. Die Phase war nun über die entsprechenden Drehregler an der 4Pi-
Bedienungskonsle steuerbar. Zur Überprüfung der aktuellen Phaseneinstellung konnte das 
xz-Profil im Live-Modus graphisch dargestellt werden. Die Phaseneinstellung wurde so 
lange verändert, bis sich eine symmetrische "Point Spread Function" (PSF) mit annähernd 
gleich hohen Nebenmaxima ergab. Die Nebenmaxima sollten hierbei einen identischen 
Abstand vom Hauptpeak aufweisen und in ihrer Höhe weniger als 50% des Hauptpeaks 
ausmachen. Nun wurde nach beendeter Justage ein Einzelbild mit line average 8 vom 
Bead gemacht. Die daraus resultierende PSF ergab ein Maß für das Auflösungsvermögen 
und damit die Qualität der Justage. Danach konnte auf die Zellen fokussiert werden und 
die eigentliche Messungen am biologischen Objekt durchgeführt werden. Eine laterale 
Verschiebung des Probentisches sollte dabei vermieden werden, um die Stabilität der 
Justage zu gewährleisten. 
 
3.5.4 Bildbearbeitung mit  der Leica Confocal Software 
Alle erhaltenen 4Pi-Rohdaten wurden nach dem gleichen Schema weiter bearbeitet. 
Dadurch war eine vergleichende Interpretation gewährleistet. Die Justage der 
Fokusinterferenz wurde vor allen Zellmessungen an TransFluoSpheres (Ex: 488 nm; Em: 
605 nm) mit einem Durchmesser von 0,1 µm durchgeführt. 
 
3.5.4.1 Spreizung der Daten 
Bei der 4Pi-Mikroskopie ist die Signalintensität bedingt durch die Zweiphotonenanregung 
wesentlich geringer als in der konventionellen konfokalen Mikroskopie. Darüberhinaus ist 
die Detektionseffizienz in der von Leica gebauten Version des 4Pi-Mikroskops 
suboptimal, da das verwendete SP2-Stativ einen sehr ineffizienten Strahlengang aufweist. 
Aus diesen Gründen musste in allen Messungen auf externe Detektoren, die APDs, 
zurückgegriffen werden. Diese weisen ein besseres Signal zu Rausch Verhältnis auf, da 
bei den Photomultipliern der Hintergrund mit verstärkt wird. Der dynamische Bereich der 
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APDs ist aber verglichen mit den internen Photomultipliern gering, so dass die Rohdaten 
zunächst auf 256 Intensitätsstufen (8 bit) oder sogar auf 4096 (12 bit) gespreizt wurden. 
Das Spreizen erfolgte über die in der Leica Confocal Software enthaltenen Anwendung 
"Arithmetic with Pixel Values". Das resultierende Bild war in der Regel stark verrauscht. 
Deshalb war es von Vorteil die Aufnahme mit einem einfachen linearen Blur-Filter zu 
glätten. 
 
3.5.4.2 Blur-Filter 
Bei dem verwendeten Blur-Filter handelt es sich um einen linearen Filter. Dieser basiert 
auf der Faltung des Bildes mit einem quadratisch ungewichteten Filterkern. Wurde nur ein 
einzelnes xz-Bild aufgenommen, so kann der Filter nur in x- und in z-Richtung 
angewendet werden. Ist aber eine Serie von Bildern aufgenommen worden, so erweitert 
sich die Möglichkeit des Anlegens eines Blur-Filters um die y-Achse. 
Um die Größe der Faltungsmatrix einstellen zu können, mussten die Auflösung des Bildes 
und dessen Pixelgrösse einbezogen werden, damit die Größe der Faltungsmatrix nicht die 
Auflösung überschreitet und somit auflösbare Strukturen verschmiert. Bei einer axialen 
Auflösung von beispielsweise 120 nm und einer Pixelgröße entlang der z-Achse von      
24 nm ergibt sich durch Division ein Wert von 5. Der so berechnete Einstellungswert von 
5 Pixeln dient nun als Orientierungswert für die maximal verwendbare Größe des 
Faltungskerns. Entsprechend andere Werte ergeben sich für die laterale Filterung, da hier 
die Werte nicht nur von der Auflösung und Pixelgröße des Bildes abhängen, sondern auch 
von der Schrittweite, die die einzelnen Bilder in einer Serie voneinander entfernt sind. 
Hierbei handelt es sich aber nur um Orientierungswerte. Sinnvoller ist es, an einem 
gespreizten Bild den Einfluss verschiedener Blur-Filter-Einstellungen auf die PSF zu 
vergleichen. Wenn die PSF maximal geglättet ist, ist die ideale Einstellung des Filters 
gefunden. Dabei sollten keine signifikanten Veränderungen in der Breite des 
Hauptmaximums und der Höhe der Minima zwischen Hauptpeak und dem ersten 
Nebenmaximum auftreten. 
Eine Verbesserung des Signal- zu Rausch- Verhältnisses kann durch das wiederholte 
Mitteln während der Aufnahme erreicht werden. Dies führt dann bereits bei der 
Bildaufnahme zu einer Bildglättung. Dann es ist möglich, einen Filter mit einem kleineren 
Faltungskern einzusetzen.  
 
3.5.4.3 "Point-Spread-Function" (PSF) 
Für die Analyse der Punktverwaschungsfunktion (Point spread function, PSF) mit der 
Leica Confocal Software wurde zunächst eine Region of Interest (ROI) über das zu 
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analysierende Signal in einem geöffneten Bild gelegt. Die ROI wurde so gewählt, dass sie 
das Hauptmaximum und die beiden Nebenmaxima beinhaltete. Sie erstreckte sich entlang 
der z-Achse. Die Analysesoftware erlaubte nun die Bestimmung der relativen Höhe der 
Nebenmaxima sowie deren Abstand zum Hauptmaximum. Des Weiteren wurde als Maß 
des Auflösungsvermögens die Halbwertsbreite (FWHM) des Hauptmaximums 
angegeben. 
 
 
Abbildung 3.5.8  Analyse der Point-Spread-Function (PSF) mit der Leica Confocal Software 
(LCS) Es ist die PSF eines Beads mit dem Hauptmaximum und den beiden Nebenmaxima abgebildet. Das 
axiale Profil der über die PSF gelegten ROI ist im oberen Graphen dargestellt. 
 
3.5.4.4 Entfaltung 
Die ermittelten Werte für die relative Höhe der Nebenmaxima und deren Abstand zum 
Hauptmaximum dienten nun als Ausgangsparameter für eine lineare Entfaltung der 
Rohdaten. Hierbei wird angenommen, dass die 4Pi-PSF aus einem zentralen Maximum 
besteht, das mit einer Kammfunktion gefaltet ist. Faltet man nun das Bild mit einer 
inversen Kammfunktion, entfernt dies die Nebenmaxima (Gugel et al., 2004). 
In den meisten Fällen ist es jedoch notwendig, den Wert betreffend der relativen Höhe der 
Nebenmaxima geringfügig zu erhöhen, um ein gut entfaltetes Bild zu erhalten. An dem 
Wert, der die Entfernung zwischen Neben- und Hauptmaximum angibt, wurde nichts 
verändert. Nach erfolgreicher Entfaltung sollten bei der Überprüfung der resultierenden 
PSF keine Nebenmaxima mehr angezeigt werden (Abb.3.5.9).  
Diese Vorgehensweise ist für ein einzelnes Bild oder für eine Serie von Bildern identisch. 
Im Falle einer Serie sollte für eine befriedigende Entfaltung die PSF an verschiedenen 
Bildern und xy-Positionen analysiert werden. Durch eine Mittelung der erhaltenen Werte 
kann eine Entfaltung wesentlich erfolgreicher durchgeführt werden.  
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Abbildung 3.5.9  PFS nach linearer Dekonvolution. Nach erfolgreicher Entfaltung der Rohdaten 
sind keine Nebenmaxima zu erkennen. Die resultierende PSF besteht aus dem Hauptmaximum mit 5-7fach 
kleinerem FWHM entlang der optischen Achse verglichen mit der konfokalen Mikroskopie. 
 
 
 
3.5.5 Auswertung der Daten 
3.5.5.1  ImageJ 
In dieser Arbeit wurden Abstände von Proteinen in z-Richtung vermessen. Um die 
Abstände zweier unterschiedlicher Epitope entlang der optischen Achse in einem 
Kernporenkomplex bestimmen zu können, wurden diese mit unterschiedlichen 
fluoreszierenden Farbstoffen markiert. Da die Ausdehnung der markierten Strukturen 
kleiner ist als die Auflösung des 4Pi-Mikroskops, erfolgte die Abbildung 
beugungsbegrenzt. Die genaue Position des Schwerpunktes dieser beugungsbegrenzten 
Signale kann aber durch einen 2D-Gaussfit um eine Größenordnung genauer bestimmt 
werden als die Auflösung des Mikroskops. Zur Positionsbestimmung und nachfolgender 
Abstandsbestimmung der markierten Epitope wurde eine Auswertesoftware basierend auf 
Image J (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) kreiert (Ingo Lepper 
Software /Consulting, Münster, Deutschland). Dieses PlugIn heisst IL-Tracker.  
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3.5.5.2 IL-Tracker 
Mit dem IL-Tracker ist es möglich, den Schwerpunkt eines bestimmten Bereichs zu 
berechnen und darüber einen elliptischen 2D-Gaussfit zu legen. 
Für die Abstandsmessungen wurden zwei Proteine immunhistochemisch mit 
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Fluoreszenz dieser markierten Proteine wurde 
simultan durch 2-Photonenanregung im 4Pi-Modus detektiert, wobei die Detektion mit 
den APDs ein rotes Signal und ein grünes Signal lieferte. Die Aufnahmen wurden sowohl 
für den roten, als auch für den grünen Kanal in Stacks umgewandelt. Diese Stacks wurden 
nun parallel mit dem IL-Tracker Plugin geöffnet. Zunächst musste eine Region of interest 
(ROI) definiert werden, über die der elliptische 2D-Gaussfit gelegt wurde. Für das Setzen 
der ROI wählte der Nutzer per Mausklick einen Punkt in dem Bild aus. Dieser Punkt 
sollte in der Nähe des Helligkeitsmaximums des zu untersuchenden Objektes liegen. Das 
Programm bestimmte nun in einem zuvor definierten Radius das hellste Pixel mit einer 
Mindestanzahl benachbarter heller Pixel. Dieser Punkt war nun der Mittelpunkt einer 
rechteckigen Region, deren Schwerpunkt ermittelt wurde. Die Breite b und die Höhe h der 
rechteckigen Region wurden durch die Halbwertsbreite (FWHM; full width at half 
maximum) des gesuchten Partikels in x- und in y- Richtung bestimmt. FWHM ist die 
Breite des Signals bei 50% der Intensität.  
Der eigentliche Filtervorgang beruht auf einer nichtlinearen Methode der kleinsten 
Quadrate nach Levenberg Marquardt (Press et al., 1992). Folgend ist die für den 2D-
Gaussfit zugrunde liegende Fit-Funktion aufgeführt: 
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Der Vorfaktor a dient dazu, die Funktion besser an die unnormierten Werte anpassbar zu 
machen. Der Hintergrund ist b, x0, y0 beschreiben den Mittelpunkt des Gauss und σ die 
Breite der Gaussfunktion. 
Für die Abstandsmessungen wurden die beiden Signale unabhängig voneinander mit dem 
zwei-dimensionalen Gaussfit gefittet und die jeweiligen x0- und y0- Werte als 
Positionskoordinaten der Epitope gedeutet. Die Berechnung des Abstandes der beiden 
Epitope erfolgt durch Subtraktion der y0-Werte, konnte aber nur erfolgen, wenn die x0-
Werte nahezu identisch waren. Bei einer signifikanten Abweichung der x-Koordinaten der 
beiden Signale war davon auszugehen, dass die Signale von zwei unterschiedlichen 
Kernporenkomplexen stammen. 
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4 Ergebnisse 
In einem 4Pi-Mikroskop ist ein konfokales Mikroskop mit einem Interferometer 
gekoppelt. Der einfallende Laserstrahl wird hierbei durch einen Strahlteiler in zwei 
Teilstrahlen gleicher Intensität aufgespalten und durch zwei sich gegenüber liegende 
Objektive auf denselben Punkt innerhalb einer Probe fokussiert. Die Phasen der 
Lichtwellen werden so angepasst, dass in der Mitte des Fokus konstruktive Interferenz 
herrscht. Somit ergibt sich für die 4Pi-Mikroskopie eine charakteristische Point Spread 
Function (PSF) (Hell and Stelzer, 1992c;Hell and Stelzer, 1992b). Diese PSF besteht 
entlang der optischen Achse betrachtet aus einem deutlichen Hauptpeak und zwei 
Nebenmaxima. In lateraler Ebene entspricht die Auflösung eines 4Pi-Mikroskops der 
eines konfokalen Mikroskops, da die Interferenz der beiden Teilstrahlen in Richtung der 
optischen Achse auftritt. In axialer Richtung dagegen kann eine 5-7fache Verbesserung 
der Auflösung erreicht werden (Hell et al., 1997). Bei der Nutzung der 1-
Photonenanregung ist die Höhe der Nebenmaxima bei dem 4Pi-Mikroskop Typ A sehr 
ausgeprägt, d.h. sie sind recht hoch und kaum vom Hauptmaximum zu unterscheiden. 
Durch die Verwendung der 2-Photonenanregung dagegen kann beim Typ A die relative 
Höhe der Nebenmaxima in Verbindung mit konfokaler Detektion unter 50% der Höhe des 
Hauptmaximums gedrückt werden (Hell et al., 1994;Nagorni and Hell, 2001b). Nur 
Signale mit Nebenmaximaintensitäten, die unter 50% der Intensität des Hauptmaximums 
liegen, lassen sich Entfalten. Ein weiterer Vorteil der 2-Photonenanregung ist, dass die 
Nebenmaxima weiter vom Hauptpeak entfernt sind, als es bei der 1-Photonenanregung 
der Fall ist (Egner and Hell, 2005;Hell and Stelzer, 1992b;Martinez-Corral et al., 
2003;Nagorni and Hell, 2001b). Da im weiteren Verlauf dieser Arbeit die exakte Position 
des Hauptmaximums an nicht entfalteten Bildern bestimmt werden sollte, ist dieser 
vergrößerte Abstand zwischen Haupt- und Nebenmaxima ein entscheidener Vorteil, da 
die Differenzierung der Signalanteile erleichtert wird. 
In dieser Arbeit wurde eines der ersten kommerziell erhältlichen 4Pi-Mikroskope  
etabliert. Daher mussten zunächst optische und mechanische Parameter überprüft und 
ausgetestet werden, bevor das Mikroskop für die Lösung einer biologischen Fragestellung 
genutzt werden konnte.   
4.1 Glycerol-Immersions-Objektive 
Zunächst wurden Glycerol-Immersions-Objektive im 4Pi-Mikroskop verwendet. Alle 
optischen und mechanischen Parameter wurden mit diesen Objektiven überprüft und 
gestestet. Bei den HCX APO Glycerol-Immersions-Objektiven handelt es sich um 
Objektive mit einer 100x Vergrößerung und einer NA von 1.35. Diese Objektive verfügen 
über einen Korrekturring, der einen Ausgleich von Brechungsindexabweichungen 
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zwischen dem Einbettmedium und der Probe ermöglicht. Die Proben wurden mit 1x PBS 
gepuffertem 87% igen Glycerol eingebettet. Hierbei war es sehr wichtig, vor jeder 
Probenanfertigung den Brechungsindex der Glycerollösung (nD=1,46) mit einem 
Refraktometer zu überprüfen. Kleinste Abweichungen des Brechungsindexes können eine 
Messung stören oder gegebenenfalls unmöglich machen. Da 87% iges Glycerol eine recht 
viskose Lösung ist, musste besonders darauf geachtet werden, dass bei dem Einbetten der 
Probe keine Bläschen entstanden. Nicht nur das Einbettmedium ist ein kritischer Faktor 
bei der optischen Anpassung des Brechungsindexes, sondern auch die verwendeten 
Deckgläser. Die Deckgläser mussten möglichst planar im Probenhalter befestigt sein. 
Zudem wurden bessere Ergebnisse produziert, wenn die Dicke der Deckgläser vor 
Gebrauch mit einer Mikrometerschraube nachgemessen wurde, d.h. es wurden immer 
Deckgläser mit exakt definierter Dicke verwendet. Dadurch kann der optische Weg der 
beiden Interferometerarme besser aufeinander angepasst werden. Dabei handelte es sich 
um runde Quarz-Deckgläser mit einer Dicke von 220±5 µm. Durch die Verwendung der 
Quarzdeckgläser mit einem Brechungsindex von 1,46, war ein isotroper Brechungsindex 
zwischen den Objektiven (nD=1,46) gewährleistet und es sollten keine 
Brechungsindexsprünge auftreten. Da aber die 87% Glycerollösung ein nicht 
physiologisches Einbettmedium darstellt, konnten mit diesen Objektiven nur fixierte 
Proben analysiert werden. 
 
4.1.1 Farbstoffe 
Wie zuvor schon erwähnt, wird in der Regel bei 4Pi-Messungen vom Typ A unter 2-
Photonenanregung gearbeitet. Durch die Nutzung der 2-Photonenanregung wird die 
Intensitätshöhe der Nebenmaxima verringert und die Entfernung der Nebenmaxima vom 
Hauptpeak vergrößert.  
Da aber bei den meisten fluoreszenzmikroskopischen Techniken nur mit der 1-
Photonenanregung angeregt wird, musste zunächst getestet werden, welche Fluorophore 
sich überhaupt für die Messungen mit der 2-Photonenanregung eignen. Es kommt nicht 
jeder Fluoreszenzfarbstoff in Frage, da Fluorophore sehr unterschiedliche 
Anregungseffizienzen im verfügbaren Wellenlängenbereich von 700 – 900 nm aufweisen 
können. Darüber hinaus zeigen zahlreiche Fluorophore hohe Bleichraten unter 2-
Photonenanregung. Da bei den Abstandsmessungen auch Doppelfärbungen nötig waren, 
mussten Farbstoffpaare verwendet werden, die sich mit in der gleichen Wellenlänge 
anregen lassen, sich aber deutlich in ihren Emissionsspektren unterscheiden. Zudem 
mussten die Farbstoffe so ausgewählt werden, dass ihre Emissionsspektren zu den 
verfügbaren Filtersätzen passten. 
Für das Messen der Anregungseigenschaften der Farbstoffe unter 2-Photonenanregung, 
wurden die Farbstoffe in 87% iger Glycerollösung gelöst.  
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Alle Farbstoffe wurden in einer Konzentration von 5µM eingesetzt, da sie somit gut 
miteinander zu vergleichen waren. Von allen getesteten Farbstoffen erwiesen sich Alexa 
Fluor 594® und Alexa Fluor 488® als sehr gut geeignet für die 2-Photonenanregung. Des 
Weiteren wurde GFP ausgewählt, da durch eine Transfektion mit GFP-Konstrukten 
Messungen an lebenden Zellen möglich sind. In der Abb. 4.1.1 sind die 
Anregungsspektren der getesteten Fluorophore in der 2-Photonenanregung abzulesen. Für 
Alexa Fluor 594® konnte ein Anregungsmaximum in der 2-Photonanregung bei 820 nm 
festgestellt werden (Abb. 4.1.1 (A)). Das Anregungsmaximum für Alexa Fluor 488® liegt 
bei 780 nm (Abb. 4.1.1 (B)). Trotz der gleichen Ausgangskonzentration konnte bei Alexa 
Fluor 594® eine 10fach höhere Anzahl Counts gegenüber Alexa Fluor 488® detektiert 
werden. 
Des Weiteren war es notwendig, eine Anregungskurve für GFP in der 2-
Photonenanregung zu erstellen. In vielen Fällen wurde mit Zelllinien gearbeitet, die nach 
Transfektion GFP-Nukleoporin-Konstrukten exprimieren. Wie in der Abb. 4.1.1 (C) 
abzulesen ist, treten bei der Messung von GFP in der 2-Photonenanregung mehrere 
Maxima auf. Das erste Maximum ergibt sich bei Anregung von 860 bis 880 nm. Ein 
weiteres Maximum ist bei der Anregungswellenlänge von 920 nm deutlich zu erkennen. 
Durch die aber insgesamt geringe Zählrate des GFPs war bereits hier abzulesen, dass ein 
hoher GFP-Markierungsgrad nötig sein würde, um GFP in der 4Pi-Mikroskopie zu 
detektieren. 
Für die Abstandmessungen konnten Doppelfärbungen mit Alexa Fluor 594® und Alexa 
Fluor 488® gemacht werden. Obwohl sich bei 780 nm das Anregungsmaximum von 
Alexa Fluor 488® befindet, weist bei dieser Wellenlänge Alexa Fluor 594® die höhere 
Emissionsrate auf. Deshalb fand die Doppelanregung der Fluorophore zuerst mit einer 
Wellenlänge von 780 nm statt. Während der Messungen in dieser Arbeit hat sich 
allerdings herausgestellt, dass das Alexa Fluor 594® wesentlich schneller bleicht als 
Alexa Fluor 488®. Nach wiederholten Tests an fixierten Strukturen erwies sich im 
späteren Verlauf die Anregung mit 820 nm als optimal für diese Doppelmarkierung. 
Alexa Fluor 594® ist auch sehr gut geeignet um mit GFP in der gleichen Probe gemessen 
zu werden. In dieser Arbeit wurden Zellen verwendet, die GFP an einem Nukleoporin 
exprimieren. Da die Emissionsraten von GFP unter 2-Photonenanregung sehr gering sind, 
wurde für die Anregung der Doppelmarkierung mit Alexa Fluor 594® eine Wellenlänge 
gewählt, bei der sich ein Maximum für GFP ergibt. Anhand verschiedener Tests an 
fixierten Strukturen, schien die optimale Anregung durch eine Wellenlänge von 870 nm 
zu erfolgen. In der folgenden Tabelle werden die Einstellungen aufgeführt, die sich durch 
verschiedene Tests als sehr effektiv erwiesen. Der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamine 
Red™-X wurde erst im späteren Verlauf der Arbeit eingesetzt. Es ist bekannt, dass 
Rhodamine Red™-X für Messungen unter 2-Photonenanregung genutzt werden kann, 
aber recht schnell bleicht (Bestvater et al., 2002). 
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Abbildung 4.1.1  Anregungsspektren in der 2-Photonenanregung. Verschiedene 
Fluoreszenzfarbstoffe wurden auf ihre Eignung für die 2-Photonenanregung getestet. (A) Alexa Fluor 594® 
mit einem Anregungsmaximum bei 820nm, (B) Alexa Fluor 488® mit einem Anregungsmaximum bei 
780nm, (C) GFP mit mehreren Anregungsmaxima von 860nm bis 880nm und bei 910nm. 
 
 
Tabelle 4.1.1 Einstellungen bei der Messung von Doppelmarkierungen  
 
Alexa Fluor 488®  
& 
Alexa Fluor 594® 
GFP 
& 
Alexa Fluor 594® 
GFP 
& 
Rhodamine Red™-X 
Objektive Glycerol / Wasser Glycerol / Wasser Wasser 
Wellenlänge  820 nm 870 nm 870 nm 
Laser-Intensität  22% / 36% 27% / 39% 39% 
EOM 74% 76% 76% 
Airy-Units 0,74 / 0,86 0,74 / 0,86 0,86 
Line-Average 4 4 4 
Bildakkumulation 12 / 15 12 / 15 15 
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4.1.2 Bestimmung der Auflösung des 4Pi-Mikroskops mit Glycerol-
Immersions-Objektiven 
Um das Auflösungsvermögen bestimmen zu können, musste ein Objekt gewählt werden, 
das eine definierte Größe knapp unterhalb der erwarteten Auflösungsgrenze aufweist. Bei 
diesem 4Pi-Mikroskop unter Anwendung von Glycerol-Immersions-Objektiven wurde 
eine Auflösung von 110 – 120 nm erwartet (Hell and Stelzer, 1992c;Hell and Stelzer, 
1992b), so dass fluoreszenzmarkierte Latex-Beads mit einem Durchmesser von 100 nm 
benutzt wurden. Dabei handelte es sich um TransFluoSpheres® NeutroAvidin™, deren 
konjugierter Farbstoff einen großen Stokes Shift aufweist. Diese Beads besitzen in der 1-
Photonenanregung ihr Anregungsmaximum bei einer Wellenlänge von 488 nm und ihr 
Emissionsmaximum bei einer Wellenlänge von 605 nm.  
Da bei der 4Pi-Mikroskopie Typ A in der 2-Photonenanregung gearbeitet wird, musste 
zunächst ausgetestet werden, mit welcher Wellenlänge zwischen 740 nm und 980 nm 
diese Beads optimal angeregt werden können. Das Intensitätsmaximum konnte bei einer 
Anregungswellenlänge von 800 nm mit den Avalanche Photodioden detektiert werden. 
Zur Abschätzung des Auflösungsvermögens wurden die Beads, wie im Methodenteil 
beschrieben, auf das untere Deckglas fixiert. Dabei sollten sie nicht zu dicht sein, um 
einzelne Beads auflösen zu können. Da mit den Glycerol-Immersions-Objektiven 
gearbeitet wurde, wurde als Einbettmedium 87% iges Glycerol verwendet. Die Justage 
des Mikroskops erfolgte wie im Methodenteil beschrieben mit der Kontrolle des 
Brechungsindexes, damit es zu keinen Abweichungen kommt. Es wurde ein Bild 
aufgenommen mit Line Average 8 im bidirektionalen Scanmodus, mit Beam Expander 3 
und einem Pinhole von 0,74 Airy-Units. Die Laser-Intensität betrug bei einer Wellenlänge 
von 800 nm 20% mit einem Offset von 72% (Abb. 4.1.2 (A)). Zur Auswertung wurde 
eine ROI in der Art definiert, dass sie das komplette Signal beinhaltete (Abb. 4.1.2 (A)). 
Das Intensitätsprofil dieser ROI spiegelt deutlich die Interferenzstruktur der 4Pi-PSF 
wieder. Zu sehen ist in der Mitte der Hauptpeak, an dem die Auflösung abgelesen werden 
kann. Die Halbwertsbreite (FWHM) zeigt, dass an diesem Bead eine Auflösung bis ca. 
110 nm durch eine optimale Justage des Mikroskops erzielt werden konnte. Des Weiteren 
sind die symmetrischen Nebenmaxima zu erkennen. Die Höhe der Nebenmaxima beträgt 
30 % der Höhe des Hauptpeaks. Die gute Justage ist auch daran zu erkennen, dass die 
Minima zwischen dem Hauptpeak und den Nebenmaxima nahezu gegen Null gehen. So 
eine Messung musste im weiteren Verlauf dieser Arbeit vor jeder Probenmessung 
durchgeführt werden, um die Qualität der Probenpräparation kontrollieren zu können und 
das Mikroskop optimal zu justieren. 
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Abbildung 4.1.2  Auflösung des 4Pi Mikroskops demonstriert an einem Bead mit definierter 
Größe. (A) Fluoreszenzbild eines Beads (TransFluoSpheres® NeutroAvidin™ Labeled 0,1µm 
microspheres; Ex: 488nm, Em: 605nm) gemessen in axialer Richtung entlang der optischen Achse. (B) 
Intensitätsprofil entlang der optischen Achse der in (A) markierten ROI. 
 
4.1.3 Abbildung von Aktinfilamenten im  4Pi-Modus 
Nachdem gezeigt worden war, welches Auflösungsvermögen mit dem 4Pi-Mikroskop 
prinzipiell zu erreichen ist, stellte sich die Frage, wie gut biologische Proben mit dieser 
Technik vermessen werden können.  
Ziel der Arbeit war es, die Topographie des Kernporenkomplexes zu analysieren. Zur 
Etablierung des 4Pi-Mikrokskops an biologischen Objekten wurden aber zunächst 
fluoreszenzmarkierte Aktinfilamente abgebildet. Aktinfilamente bilden das Zytoskelett 
der Zelle und wurden als Probe ausgewählt, weil es sich dabei um eine recht dünne aber 
lange Struktur handelt. Mit der Dicke von ca. 7 nm eines einzelnen Stranges liegen sie 
weit unterhalb der Auflösungsgrenze, und sogar wenn die Filamente vorwiegend in 
Bündeln vorhanden sind, sind sie einfach abzubilden. Durch konfokale 
Fluoreszenzmikroskopie wurden Aktinfilamente bereits sehr oft abgebildet, deshalb ist 
deren Struktur sehr gut bekannt und somit stellen sie ein geeignetes Untersuchungsobjekt 
für die Einarbeitung in die 4Pi-Mikroskopie dar. Für die Aufnahmen wurden HeLa-Zellen 
auf Quarz-Deckgläsern kultiviert. Nachdem sie bis 60% konfluent gewachsen waren, 
wurden sie fixiert und die Aktinfilamente mit Hilfe von Alexa Fluor 488® Phalloidin 
gefärbt (siehe Methodenteil 3.2.2). Danach wurden sie mit 87% igen Glycerol eingebettet. 
Auf dem unteren Deckglas der Proben waren TransFluor Beads fixiert. Die Justage des 
Mikroskops erfolgte wie in dem Kapitel zuvor beschrieben.  
Zuerst wurde die Einstellung der Korrekturringe an den Objektiven nachreguliert, danach 
wurde wieder in die Mitte der Probe verfahren. Es wurde auf die HeLa-Zellen fokussiert 
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und visuell mit Hilfe der HBO die Färbung der Aktinfilamente begutachtet. Bei 
erfolgreicher Färbung waren die Zellen sehr leicht zu fokussieren, denn das Alexa Fluor 
488® angeregt durch die HBO-Lampe emittierte recht stark. Die Aktinfilamente waren 
als faserartige Strukturen zu erkennen, die sich komplett durch die Zelle ziehen. Die 
Zellen durften nicht zu dicht gewachsen sein, weil sie ansonsten nicht mehr von einander 
zu unterscheiden waren. Es wurde ein Bereich in der Probe ausgewählt, in dem eine Zelle 
zumindest an einer Seite über keine angrenzen Zellen verfügte. An dieser „offenen“ Seite 
lagen die Aktinfilamente vereinzelter vor. Nachdem der ausgewählte Bereich der Probe in 
die Mitte des Bildes verschoben wurde, konnte auf die Beads, die sich direkt unter dem 
Bereich auf dem anderen Deckglas befanden, fokussiert werden. An einem Bead wurde 
die Feinjustage des Mikroskops vorgenommen. Die PSF des Beads musste eingestellt 
werden, indem die Position des Tisches samt oberem Objektiv und die des unteren 
Objektivs aufeinander abgestimmt wurden. Auch die Phase musste in dem meisten Fällen 
nachreguliert werden. Nachdem die Justage beendet war, konnte im xy-Mode auf die 
Probe verfahren werden. Dies wurde aber per Auge durchgeführt, um noch zusätzlich 
kontrollieren zu können, ob die Beads nicht durch das Wechseln zwischen xz- und xy-
Mode verschoben wurden. Im Continous-Mode wurden die Aktinfilamente gescannt, 
dabei war der Scan-Modus auf bidirektional geschaltet. Das Alexa Fluor 488® wurde mit 
einer Wellenlänge von 800 nm und einer Laserintensität von 30% angeregt, und der EOM 
wurde auf 72% eingestellt. Das Bild wurde beim Scannen auf Zoom 4 herangezoomt. 
Danach wurde eine Aufnahme in xy - Richtung gemacht (Abb. 4.1.3 (A)). Die Aufnahme 
wurde mit einem Line-Average von 4 und einer Bildakkumulation von 2 gemacht, dabei 
hatte das Pinhole die Größe einer Airy-Unit. 
 
 
Abbildung 4.1.3:  Aktinfilamente mit Alexa Fluor 488® Phalloidin gefärbt. (A) Aktinfilamente 
abgebildet in horizontaler Richtung (x,y). (B) Aktinfilamenten in vertikaler Richtung (x,z). Im vertikalen 
Schnitt ist die typische 4Pi-Interferenzstruktur zu erkennen (Pfeil). cy: Zytoplasma; nc: Nukleus. 
Kontrasterhöhung zur Darstellung mit CorelPhoto Paint 
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Die gefärbten Aktinfilamente sind als faserartige Strukturen zu erkennen. Sie ziehen sich 
durch die komplette Zelle und sind dabei in alle Richtungen ausgerichtet. Die Abb. 4.1.3 
(A) zeigt die Aktinfilamente im horizontalen Schnitt. Bei den Aufnahmen in horizontaler 
Richtung sind keine Unterschiede im Vergleich zu konfokaler Mikroskopie zu erkennen, 
d.h. einzelne Filamente werden mit einem FWHM von 230-300 nm abgebildet. Erst nach 
Wechsel des Scan-Modus von horizontal (xy) auf vertikal (xz) sollte das typische 
Interferenzmuster zu beobachten sein. Durch den Pfeil zwischen den Bildern ist die 
Position markiert, an der das Bild in axialer Richtung aufgenommen wurde. Im xz-Schnitt 
zeigt die gerade obere Seite der Zelle, wo sich das obere Deckglas befindet, da die Zelle 
dort angewachsen ist. Nach unten hin ist die Zelle gewölbt. Anhand des Zellkerns (nc), 
der ganz dunkel ist, weil sich dort keine Aktinfilamente befinden, ist zu sehen, dass die 
Zelle nicht komplett abgebildet ist. Das Zytoplasma (cy) unterscheidet sich deutlich vom 
Zellkern, dort sind verschwommene grüne Signale zu erkennen. In diesem Bereich 
befinden sich sehr viele Aktinfilamente, da sie das Stützelement des Zytoplasmas bilden. 
Um ein deutliches 4Pi – Interferenzmuster erhalten zu können, müssen die Filamente 
entweder exakt parallel entlang der x–Achse mit konstant bleibender z-Position verlaufen 
oder sich gerade entlang der y–Achse mit gleich bleibender z–Position ziehen. Die 
Aktinfilamente durchziehen das Zytoplasma in alle Richtungen, deshalb erscheint das 
detektierte Signal verschwommen. Eine sehr gute Interferenzstruktur des Signals der 
Aktinfilamente ist in dem Bereich zu erkennen, wo die Zelle an dem Deckglas haftet 
(Abb. 4.1.3 (B), Pfeil). Hier sind die Filamente planar in der Zelle entlang des Deckglases 
angeordnet und somit ist ein deutlicher Hauptpeak mit zwei signalschwächeren 
Nebenmaxima zu erkennen. 
Eine Verbesserung der Auflösung wird mit dem 4Pi–Mikroskop nur entlang der optischen 
Achse erreicht. Für die Veranschaulichung des Auflösungsgewinns sollte das detektierte 
Signal entfaltet werden. Dazu wurde die Probe weiter herangezoomt. Mit Zoom 20 wurde 
wieder eine Aufnahme bei einer Wellenlänge von 800 nm gemacht. Die Laserintensität ist 
dabei auf 22% herabgesetzt worden, um damit das Bleichen zu verringern. Das Pinhole ist 
bis auf 0,74 Airy-Units geschlossen worden. Danach wurde eine Aufnahme mit einem 
vierfachem Line Average und achtfacher Bildakkumulation gemacht. Da das Signal auf 
dem aufgenommen Bild sehr schwach ist, war es nötig die Bilder nachzubearbeiten. Es 
fand eine Spreizung der Daten statt, dabei wurden die Rohdaten auf 256 Intensitätsstufen 
(8 bit) gespreizt. Danach wurde das Bild mit einem ungerichteten Filter der Pixelgröße 7 
geglättet. Die Abb. 4.1.4 (A) zeigt einen Ausschnitt der Alexa Fluor 488® Phalloidin 
markierten Aktinfilamente mit einem FWHM des Hauptpeaks von ~145 nm. Es ist 
deutlich die charakteristische 4Pi–Interferenzstruktur an der oberen Seite der Zellen zu 
sehen. Zur Entfernung der Nebenmaxima wurde das Bild mit der 4Pi-PSF entfaltet. 
Hierzu wurde eine lineare Entfaltungsmethode angewandt, die auf folgender Idee beruht: 
Die 4Pi-PSF kann man sich als eine Faltung des zentralen Maximum mit einer 
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Kammfunktion vorstellen. Faltet man nun das Bild mit einer inversen Kammfunktion, 
entfernt dies die Nebenmaxima (Gugel et al., 2004) (Abbildung 4.1.4 (B)). 
An dieser recht einfachen Struktur der Aktinfilamente konnte die Funktion des 4Pi 
Mikroskops an biologischen Proben gezeigt werden.  
 
 
 
Abbildung 4.1.4:  Effekt der Dekonvolution demonstriert an Aktinfilamenten. (A) Aufnahme 
eines Aktinfilaments gefärbt mit Alexa Fluor 488® Phalloidin mit der 4Pi Mikroskopie. Die 
Interferenzstruktur ist deutlich zu erkennen. (B) Die Aufnahme nach Dekonvolution. Es ist die Reduktion 
der Nebenmaxima sichtbar. Die Skalierung entspricht beiden Abbildungen, da es sich um die gleiche 
Aufnahme handelt. 
 
 
4.1.4 Kernübersicht gemessen in axialer Richtung 
Nach der Einarbeitung in die 4Pi-Mikroskopie anhand einfacher Strukturen wie den 
Aktinfilamenten, konnte nun im weiteren Verlauf der Arbeit zum eigentlichen 
Forschungsobjekt, dem Kernporenkomplex übergegangen werden.  
Wie schon erwähnt, sollte in dieser Arbeit die Topographie des Kernporenkomplexes 
analysiert werden. Der Kernporenkomplex ist etwa 200 – 270 nm lang. Er kann in drei 
Regionen unterteilt werden, die zytoplasmatischen Filamenten, das zentralen Mittelstück 
„central Framework“ und den nukleären Korb „nuclear basket“ (Akey and Radermacher, 
1993;Hinshaw et al., 1992;Stoffler et al., 2003). Durch elektronenmikroskopische 
Analysen an den Kernporenkomplexen von Xenopus laevis ist bekannt, dass die 
zytoplasmatischen Filamente etwa eine Länge von ~50 nm haben, der mittlere Ringkanal 
ist 30-50 nm lang und der nuclear basket erstreckt sich über eine Länge von ~120 nm 
(Stoffler et al., 1999). Der Durchmesser des Kernporenkomplexes beträgt ~125 nm(Beck 
et al., 2004). Aufgebaut ist er aus einer Vielzahl an Kopien von 30 verschiedenen 
Proteinen, die Nukleoporine (Nup) genannt werden. (Cronshaw et al., 2002;Kues et al., 
2001;Rout et al., 2000). Ziel der nachfolgenden Experimente ist es die relative Position 
ausgewählter Nukleoporine innerhalb des Kernporenkomplexes mit optischen Methoden 
zu bestimmen. 
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Da im weiteren Verlauf der Abstand verschiedener Proteine innerhalb des 
Kernporenkomplexes gemessen werden sollte, war es zunächst unabdinglich zu 
überprüfen, inwiefern sich die Kernporenkomplexe getrennt von einander detektieren 
lassen. Hierzu wurde zunächst immunhistochemisch das Nup358 markiert. Bei Nup358 
handelt es sich um ein Nukleoporin, welches sich an den Enden der zytoplasmatischen 
Filamente befindet (Kubitscheck et al., 2005). 
Da mit Glycerol-Immersions-Objektiven keine Messungen unter physiologischen 
Bedingungen möglich waren, wurde mit fixierten Zellen gearbeitet. Die Zellen wurden 
mit Paraformaldehyd fixiert, nachdem sie einen Tag zuvor auf Quarz-Deckgläser ausgesät 
worden waren. Das Nup358 wurde durch einen sekundären Antikörper, der mit Alexa 
Fluor 488® gekoppelt war, markiert. Dieser Fluorophor erwies sich durch 
vorangegangene Tests als besonders geeignet für die Messungen mit der 2-
Photonenanregung. Die Anregung erfolge mit dem Anregungsmaximum von Alexa Fluor 
488® bei einer Wellenlänge von 780 nm. Dabei erfolgte die Justage von Fokus und Phase 
der beiden Teilstrahlen unter der Verwendung von TransFluo Beads, die ebenfalls in der 
2-Photonenanregung mit 780 nm angeregt werden konnten. 
Zunächst wurden Aufnahmen mit dem unteren Objektiv gemacht, der Strahlengang des 
oberen Objektivs wurde durch einen Shutter geblockt. Die Konfiguration entspricht dem 
eines Standard-Konfokal-Mikroskops. 
Abb. 4.1.5 (A) zeigt eine 3D-Projektion einer Schnittserie durch den Kern. Dazu wurde 
mit geringem Zoom von 5 eine Serie in xz-Richtung entlang der y-Richtung 
aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mit bidirektionalem Scan, einem Line Average 
von 4 und einer 6-fachen Bildakkumulation gemacht. Der EOM wurde zur Steuerung der 
Laserintensität auf 25% gesetzt. Die Größe des Pinholes war auf 0,74 Airy-Units 
eingestellt. Die Rohdaten wurden nach der Aufnahme auf 256 Helligkeitsstufen und damit 
auf 8 bit gespreizt. Danach wurde ein ungerichteter Filter mit einer Pixelgröße von 3 über 
das Signal gelegt um es zu glätten. Anschließend konnte mit Hilfe der Leica Confocal 
Software die aufgenommene Serie als 3D-Projektion dargestellt werden. Partiell sind 
einige vereinzelte Kernporenkomplexe zu erkennen, aber ein großer Teil ist nicht einzeln 
auflösbar. In Abb. 4.1.5 (D) ist der Querschnitt eines Kerns zu sehen. Diese Aufnahme 
wurde mit den gleichen Einstellungen wie Abb. 4.1.5 (A) gemacht, allerdings wurde das 
Bild 8-mal akkumuliert. In Abb. 4.1.5 (G) ist der vergrößerte Ausschnitt einer Seite des 
Kerns zu sehen, dabei handelt es sich um einen Ausschnitt der unteren Seite der Kerns aus 
Abb. 4.1.5. (D). Bei dieser Vergrößerung wurde die Laserintensität auf 32% erhöht und 
eine Bildakkumulation von 10 genutzt, ansonsten waren alle Einstellungen wie bei den 
Aufnahmen zuvor. Die Kernporenkomplexe sind in (D) und (G) zu erkennen, allerdings 
sehen sie sehr verschwommen aus. Das Signal ist, bedingt durch das schlechte 
Auflösungsvermögen von ~500 nm entlang der optischen Achse in der konfokalen 
Mikroskopie, in z-Richtung zigarrenförmig lang gezogen. 
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Die entsprechenden Aufnahmen mit den gleichen Einstellungen wurden im 4Pi-Modus 
wiederholt. Dazu wurde der Strahlengang des oberen Objektivs geöffnet und die beiden 
Teilstrahlen wurden in der Art justiert, dass das typische 4Pi-Interferenzmuster im Fokus 
erhalten wurde. Die Abb. 4.1.5 (B) erschient jedoch trotz der erhöhten Auflösung etwas 
verschwommen, dies wird durch die Interferenzstruktur und damit erzeugten 
Nebenmaxima und anschließender Darstellung in der 3D-Projektion verursacht. 
In Abb. 4.1.5 (E) ist der Querschnitt eines Kerns im 4Pi-Modus zu sehen. An der unteren 
Seite des Kerns ist eine symmetrische Struktur des Interferenzsignals zu erkennen. 
Dahingegen ist das Interferenzmuster an der oberen Seite des Kerns nicht mehr 
symmetrisch. Innerhalb des Kerns existiert ein anderer Brechungsindex als der der 
Umgebung, dadurch kommt es zu einer Phasenverschiebung des Lichts. Deshalb wurde in 
Abb. 4.1.5 (H) auch nur die untere Seite des Kerns vergrößert dargestellt. Hier sind 
einzelne Kernporenkomplexe deutlich von einander zu trennen und die symmetrische 
Interferenzstruktur ist klar zu erkennen. In den Abb. 4.1.5 (C, F, I) sind Aufnahmen der 
Kernporenkomplexe nach eine linearen Dekonvolution zu sehen. Abb. 4.1.5 (C) zeigt eine 
3D-Projektion. Durch die lineare Dekonvolution fallen die Nebenmaxima weg und es ist 
nur noch der Hauptpeak zu sehen. Dadurch sind die einzelnen Kernporenkomplexe auch 
in der 3D-Projektion deutlich zu erkennen. In Abb. 4.1.5 (F) wird die Problematik der 
Phasenverschiebung deutlich. Die untere Seite des Kerns konnte gut dekonvoluiert 
werden und die einzelnen Kernporenkomplexe sind gut erkennbar. An der oberen Seite 
hingegen konnte keine erfolgreiche Dekonvolution stattfinden. Aufgrund der durch 
Brechungsindexabweichung beruhenden Phasenverschiebung ist die Interferenzstruktur 
an dieser Stelle so asymmetrisch, dass keine lineare Dekonvolution durchgeführt werden 
kann. Einzelne Kernporenkomplexe mit einer Auflösung von ~110 nm nach einer 
Dekonvolution sind in Abb. 4.1.5 (I) zu sehen. Hier ist der vergrößerte untere Ausschnitt 
des Kerns gezeigt. Bedingt durch ein symmetrisches Interferenzmuster konnte eine lineare 
Dekonvolution durchgeführt werden. Mit diesen Abbildungen konnte gezeigt werden, 
dass es möglich ist mit der 4Pi-Mikroskopie einzelne Kernporenkomplexe darzustellen, 
da das Auflösungsvermögen um einen Faktor 5 besser ist. 
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Abbildung 4.1.5:  Darstellung der Kernporenkomplexe am ganzen Zellkern und im Detail. 
Hela-Zellen in denen das Nup358 durch Immunfluoreszenzfärbung mit Alexa488 (grün) markiert wurde. 
(A-C) 3D Darstellung der Verteilung von Kernporenkomplexen über den Zellkern. (D-F) Abbildung eines 
Schnitts in axialer Richtung entlang der optischen Achse durch die Mitte des Zellkerns. (G-I) 
Kernporenkomplexe des gleichen Schnittes im Detail. (A, D, G) Konfokale Aufnahmen des Zellkerns. (B, 
E, H) Abbildungen eines mit der 4Pi Mikroskopie in axialer Richtung gemessenen Zellkerns. Das Ergebnis 
nach einer Dekonvolution wird in (C, F, I) wiedergegeben.  
 
 
4.1.5 Lokalisierungsgenauigkeit 
Da es sich bei den Abstandsmessungen, die in dieser Arbeit durchgeführt wurden, um 
einen Bereich handelt, der sich in einer Nanometerskala befindet, ist es außerordentlich 
wichtig zu wissen, mit welcher Lokalisierungsgenauigkeit ein beugungsbegrenztes Signal 
detektiert werden kann. Aufgrund dessen musste die Lokalisierungsgenauigkeit des 
Mikroskops bestimmt werden. Dazu wurde eine Probe hergestellt, bei der ein Deckglas 
zunächst mit einem Protein, dem BSA-Alexa Fluor 633® (rot) beschichtet wurde. Auf 
diese Proteinschicht wurden Beads (Fluoresbrite Plain Yellow Green microspheres) mit 
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einem Durchmesser von 100 nm fixiert. Da diese Messung mit den Glycerol-Immersions-
Objektiven gemacht wurde, wurden Quarz-Deckgläser benutzt. Die Probe wurde mit 87% 
igem Glycerol eingebettet, somit kam es zu keinen Brechungsindexabweichungen. 
Die Justage der Teilstrahlen an den Yellow Green Beads wurde wie gewohnt 
durchgeführt. Die Aufnahmen wurden unter 2-Photonenanregung bei einer Wellenlänge 
von 850 nm gemacht. Während der Messungen war das Pinhole auf 0,74 Airy-Units 
eingestellt, es wurde im bidirektionalen Scan-modus mit Beam-Expander 3 gemessen. 
Dazu wurde ein Line Average von 4 benutzt und das Bild 4-fach akkumuliert. 
In Abb. 4.1.6 wurde noch einmal eine konfokale Aufnahme einer 4Pi-Aufnahme 
gegenübergestellt. Die Abb. 4.1.6 (A) zeigt deutlich in rot die BSA-Schicht, die überlagert 
ist von dem grünen Signal des Beads, d.h. mit dem Auflösungsvermögen eines 
konfokalen Mikroskops sind diese beiden Signal entlang der optischen Achse nicht 
aufzulösen. Bei der Betrachtung der Abb. 4.1.6 (B) ist deutlich zu erkennen, dass die 
Signale voneinander getrennt sind. Das Hauptmaximum des Bead-Signals wies eine 
Halbwertsbreite von 110-130 nm auf. 
 
 
Abbildung 4.1.6: Messung der Auflösung und Lokalisationsgenauigkeit des 4Pi Mikroskops  
Für diese Messungen wurde ein fluoreszierendes Bead (Ø100nm; grünes Signal) auf eine dünne Schicht 
BSA (Bovine Serum Abumin), welches mit Alexa633 (rot) markiert wurde, positioniert. (A) Konfokale 
Messungen ermöglichen es nicht, das Bead von der BSA-Schicht zu trennen. (B) Die 4Pi Mikroskopie 
ermöglicht durch erhöhtes Auflösungsvermögen die Signale vom Bead und der BSA-Schicht zu trennen. 
Die in (A) angegebene Skala ist für beide Richtungen, die horizontale (x,y) und die vertikale (z), zulässig.  
 
 
Es wurden mehrerer Aufnahmen an der gleichen Stelle gemacht und jeweils der Abstand 
zwischen dem Mittelpunkt des Beads und der BSA-Alexa Fluor 633® Schicht gemessen. 
Der Mittelpunkt wurde festgelegt, indem das Signal mit einem Gaussfit gefittet wurde. 
Dabei wurde an die Beadposition ein 2D-Gaussfit und an die BSA-Schicht ein 1D-
Gaussfit angepasst. Der Mittelpunkt konnte dann an der jeweiligen Gaussfunktion 
abgelesen werden. Dabei konnte eine Lokalisierungsgenauigkeit ~3 nm festgestellt 
werden. Zudem wurde der Abstand zwischen Bead und BSA-Alexa Fluor 633® an 
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verschiedenen Stellen der Probe gemessen. Dabei wurde eine Genauigkeit von 7-10 nm 
bestimmt. Dieser relativ große Wert könnte dadurch verursacht werde, dass die BSA-
Schicht an unterschiedlichen Stellen der Probe unterschiedlich dick sein konnte. 
Die gleichen Messungen wurden auch mit umgekehrter Farbgebung durchgeführt, d.h. mit 
einer BSA-Alexa Fluor 488® -Schicht und TransFluo Beads. Da es zu den gleichen 
Ergebnissen kam, kann davon ausgegangen werden, dass die chromatischen Aberrationen 
kleiner als 3 nm sind. 
Des Weiteren wurde an dieser Stelle auch überprüft, ob eine lineare Dekonvolution 
Auswirkungen auf die Lokalisierungsgenauigkeit hat. Während bei den meisten 4Pi-
Studien auf die Entfernung der Nebenmaxima durch eine Dekonvolution nicht verzichtet 
werden kann, scheint es bei der Analyse topographischer Elemente des 
Kernporenkomplexes überflüssig zu sein. Zur Bestimmung der Lokalisierungsgenauigkeit 
wurde der Abstand zwischen einer fluoreszierenden Proteinschicht und einem Bead 
gemessen. Dies Aufnahmen wurden dekonvoluiert und erneut der Abstand bestimmt. Es 
konnte beobachten werden, dass sich die die Standardabweichung nach eine linearen 
Dekonvolution um ~1,5 nm verschlechtert. Aus diesem Grund wurde für die 
Abstandsmessungen im weiteren Verlauf dieser Arbeit auf eine Dekonvolution verzichtet 
 
4.1.5.1 Punktstabilität   
Bei der Messung der Lokalisierungsgenauigkeit wurden die Abstände zwischen zwei 
Signalen gemessen und die dabei aufgetretenen Abweichungen als Wert für die 
Lokalisierungsgenauigkeit festgehalten. 
Für die Messungen mit dem 4Pi-Mikroskop ist es aber auch sehr wichtig zu wissen, wie 
punktstabil dieses Gerät ist. Die Punkstabilität kann durch eine Instabilität des Piezo-
Tisches oder durch die Steuerung des unteren Objektivs verursacht werden. Zudem 
konnte beobachtet werden, dass auch Temperaturschwankungen, eine zu hohe 
Luftfeuchtigkeit (> 60%) oder Luftströme, bedingt durch die Klimaanlage, Einfluss auf 
die Stabilität des 4Pi-Mikroskop haben. Für die Messungen der Punktstabilität wurden 
wiederum Beads benutzt. In diesem Fall wurden TransFluo Beads mit einem definierten 
Durchmesser von 100 nm eingesetzt, da diese nicht so schnell wie die Yellow Green 
Beads bleichen. Diesmal wurde eine Probe hergestellt, bei der ein Deckglas nur mit Beads 
beschichtet wurde. Die Behandlung des Quarz-Deckglases und die Justierung des 
Mikroskops wurden wie bei den Messungen zuvor durchgeführt. Die Beads wurden in der 
2-Photonenanregung bei einer Wellenlänge von 800 nm gemessen. Dabei war das Pinhole 
bis auf 0,74 Airy-Units geschlossen. Es wurde mit einer Laserintensität von 20% 
gearbeitet, wobei der EOM auf 72 eingestellt war. Mit Beam Expander 3 wurde ein Line 
Average von 2 genutzt und 2-mal akkumuliert.  
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Für die Bestimmung der Punktstabilität des Mikroskops wurden von einem Bead mehrere 
Aufnahmen hintereinander gemacht. Auch in diesem Fall wurde durch einen Gaussfit der 
Mittelpunkt des Signals festgelegt, dabei wurde eine Punktstabilität von 1-10 nm 
bestimmt. Diese Schwankungen in der Stabilität können durch die zuvor erwähnten 
räumlichen Faktoren entstanden sein. 
 
4.1.6 Lokalisierung einzelner Nukleoporine innerhalb des NPCs 
Es konnte bereits gezeigt werden, dass mit Hilfe der 4Pi-Mikroskopie eine Auflösung von 
110 nm entlang der optischen Achse an einem einfachen Modellobjekt (Beads) und an 
fixierten Proben, den Aktinfilamenten, eine Auflösung von ~140 nm erreicht werden 
kann. Darüber hinaus konnte an einem definierten System eine Lokalisierungsgenauigkeit 
von bis zu 10 nm für Objekte unterhalb der Auflösungsgrenze erreicht werden. Es ist 
möglich Kernporenkomplexe einzeln zu betrachten. Somit sind alle Vorraussetzungen 
erfüllt, um Abstandsmessungen zweier unterschiedlich markierter Epitope innerhalb eines 
Kernporenkomplexes durchzuführen. 
 
4.1.6.1 Messung einer Doppelmarkierung innerhalb eines Kernporen-
komplexes 
Für die ersten Messungen einer Doppelmarkierung innerhalb eines Kernporenkomplexes 
wurden Ptk2-Zellen benutzt. Diese Zelllinie ist stabil mit einem POM121-GFP(3) 
Konstrukt transfiziert, d.h. das POM121 wird als Fusionsprotein mit 3GFP-Molekülen 
exprimiert. 
Da die Zellen sich in der Kultivierung nur sehr langsam teilen, mussten sie mindestens 3 
Tage vor einer Messung auf den Quarz-Deckgläsern ausgesät werden. Für die Messungen 
sollten die Zellen 60% - 70% konfluent auf dem Deckglas gewachsen sein. Die Zellen 
wurden mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Nach verschiedenen Ansätzen, unter anderem 
eine Fixierung mit einer Aceton-/Methanol-Lösung (1:1), stellte sich heraus, dass die 
Fixierung mit Paraformaldehyd am schonensten gegenüber dem GFP war. Alle anderen 
Fixierungsmethoden führten zu einem Quenschen des GFPs. Danach wurden die Zellen 
permeabilisiert und mit dem ersten Antikörper für eine Stunde inkubiert, dabei handelte es 
sich um einen Antikörper gegen Tpr. Daraufhin wurde mit dem zweiten Antikörper 
inkubiert ebenfalls für eine Stunde. Der zweite Antiköper war mit Alexa Fluor 594® 
gekoppelt. 
Die Probenpräparation wurde wie bei den vorherigen Messungen durchgeführt. Dabei 
wurden TransFluo Beads auf das untere verspiegelte Deckglas fixiert. Auch diese Probe 
wurde vorsichtig mit 87% igem  Glycerol eingebettet. Die Abb. 4.1.7 (A) zeigt die 
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Aufnahme eines Zellkerns einer Ptk2-Zelle. Die Aufnahme wurde mit einem Zoomfaktor 
von 20 gemacht. Dabei wurde mit dem bidirektionalen Scan aufgenommen. Die 
Laserintensität betrug bei 870 nm 27% mit einem Offset von 78%. Das Pinhole war auf 
0,76 Airy-Units eingestellt. Wie bei allen Messungen zuvor wurde auch hier mit dem 
Beam-Expander 3 gearbeitet. Es wurde ein Line-Average von 4 genutzt und die Frame 
Accumulation wurde auf 14 gestellt. Nach der Aufnahme wurden die Daten auf 256 
Helligkeitsstufen (8 bit) gespreizt. Die Aufnahmen wurden anhand eines Blur-Filters über 
x- und z- Richtung mit einer Pixelgröße von 7 geglättet.  
 
 
 
Abbildung 4.1.7  4Pi-Aufnahme eines Zellkerns in dem in jedem Kernporenkomplex zwei 
Nukleoporine mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. (A) 4Pi-Aufnahme eines Ausschnitts des 
Zellkerns, die nukleäre Seite (nc) ist deutlich von dem Zytoplasma (cy) zu unterscheiden. Markiert sind das 
POM121 mit GFP (grün) und das Tpr mit Alexa Fluor 594® (rot). Für die Darstellung in dieser Arbeit 
wurde die Abb. 4.1.8 (A) mit Corel Photo-Paint 12 nachbearbeitet. (B) Schematische Darstellung eines 
Kernporenkomplexes mit der Lokalisierung von POM121 (grün) und Tpr (rot) (Krull et al., 2004). 
 
 
In der Abb. 4.1.7 (A) ist ein Teil eines Zellkerns abgebildet. Die obere und unter 
Kernmembran ist aufgrund der markierten Kernporenkomplexe deutlich zu erkennen. 
Somit sind die Innenseite des Kerns (nc) und das Zytoplasma (cy) eindeutig zu 
identifizieren. Einzelne Kernporenkomplexe können detektiert werden. Jeder 
Kernporenkomplex zeigt ein für die 4Pi-Mikroskopie charakteristisches 
Interferenzmuster. Das Signal ist insgesamt sehr schwach, deshalb war eine 
Bildakkumulation von 14 notwendig. Das GFP-Signal (grün) ist klar von dem Signal des 
Tpr (rot) zu unterscheiden. Die Abb. 4.1.7 (B) zeigt eine schematische Darstellung eines 
Kernporenkomplexes. In dieser Darstellung sind die Proteine hervorgehoben, die die 
Position der fluoreszenzmarkierten Proteine von Abb. 4.1.7 (A) wiedergeben. Durch 
elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten die Lage dieser Proteine bereits 
bestimmt werden (Krull et al., 2004). Bei dem POM121 handelt es sich um ein Protein, 
das sich im mittleren Teil des Kernporenkomplexes befindet (Antonin et al., 2005). Das 
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POM121 ist 8fach in einen symmetrischen Ring innerhalb des Kernporenkomplexes 
angeordnet. Die acht Exemplare des POM121 sind auch mit der 4Pi-Mikroskopie nur 
zusammen als ein Signal (grün) detektierbar. Die einzelnen POM121 können nicht 
getrennt voneinander aufgelöst werden, da der Durchmesser des mittleren Rings, in dem 
alle 8 POM121 lokalisiert sind, etwa 125 nm beträgt (Cronshaw et al., 2002). Um sie mit 
dem 4Pi-Mikroskop getrennt betrachten zu können, müsste zwischen den einzelnen 
Proteinen mindestens ein Abstand von 110 nm bestehen. Es ist bekannt, dass das Tpr an 
der nukleären Seite des Kernporenkomplexes lokalisiert ist. Auf der nukleären Seite bildet 
der Kernporenkomplex eine korbartige Struktur aus (nuclear basket). Das Tpr zieht sich 
entlang dieser Korbstruktur. Der in diesem Versuch verwendete Antikörper bindet an das 
C-terminalen Ende des Tpr. Das C-terminale Ende des Tpr befindet sich am distalen Ende 
des nuclear basket (Krull et al., 2004). Am distalen Ende bildet der Basket einen Ring 
aus, indem alle Filamente des nuclear basket verbunden werden. In der schematischen 
Darstellung (Abb. 4.1.7 (B)) ist die Position des Tpr rot markiert. 
In der Abb. 4.1.7 (A) ist das rote Signal stets auf der Innenseite der Kernporenkomplexe 
lokalisiert. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die chromatischen 
Abberationen gering sind. 
 
4.1.6.2 Messung des größten Abstandes in einem Kernporenkomplex 
zwischen Nup358 und Tpr 
Für diese Messungen wurden HeLa-Zellen genutzt, da sie nicht wie die Ptk2- und die 
NRK-Zellen durch GFP am POM121 markiert sind. Das Nup358, welches sich laut 
Literatur am Ende der zytoplasmatischen Filamente befindet (Kubitscheck et al., 2005) 
wurde mit Hilfe eines sekundären Antikörpers der mit Alexa Fluor 488® (grün) gekoppelt 
war, markiert. Immunhistochemisch wurde auch das C-terminale Ende des Tpr (Krull et 
al., 2004) durch einen sekundären Antikörper mit Alexa Fluor 594® (rot) markiert. Auch 
bei diesen Aufnahmen wurde mit einem Zoom von 25 gearbeitet und nur die untere Seite 
des Kerns berücksichtigt, da das Interferenzsignal, wie zuvor schon gezeigt, bedingt durch 
den Brechungsindex im Kern, nur auf einer Seite des Kerns symmetrisch justiert werden 
konnte. Um alle Daten einheitlich zu behandeln, wurde bei allen Messungen lediglich die 
untere Seite des Zellkerns betrachtet. Die Einstellung unter denen die Aufnahmen der 
Doppelfärbung mit Alexa Fluor 488® und Alexa Fluor 594® gemacht wurden, können 
der Tabelle 4.1.1 entnommen werden.  
Mit der Abb. 4.1.8 wird noch einmal die Verbesserung des Auflösungsvermögens entlang 
der optischen Achse mit der 4Pi-Mikroskopie demonstriert, gleichzeitig wird der 
gemessene Abstand zwischen Nup358 und Tpr wiedergegeben. Die Abb. 4.1.8 (A) zeigt 
den Vergleich einer konfokalen und einer 4Pi-Aufnahme des Nup358, das mit Alexa 
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Fluor 488® markiert wurde. In der konfokalen Aufnahme ist das Signal als eine 
zigarrenförmige Struktur zu sehen, dem gegenübergestellt ist die 4Pi Aufnahme, in der die 
Interferenzstruktur des Signals zu sehen ist. Das gleiche wurde auch in Abb. 4.1.8 (B) bei 
der Messung des Tpr demonstriert. Mit der Abb. 4.1.8 (C) wird noch einmal deutlich der 
Unterschied zwischen der konfokalen und der 4Pi-Mikroskopie durch die Überlagerung 
der Signale hervorgehoben. In dem linken Bild ist die Überlagerung der konfokalen 
Aufnahmen zu sehen, sie sind verschwommen, man kann nur erahnen, dass sich das grüne 
Signal unterhalb des roten Signals befindet. Mit der 4Pi-Mikroskopie und dem 
verbesserten Auflösungvermögen in z-Richtung ist es auch bei einer Überlagerung der 
Aufnahmen möglich, die Signale voneinander zu trennen. 
In diesen Zellen wurde bei der Vermessung von 218 Kernporenkomplexen der Abstand 
zwischen Nup358 und Tpr mit einem Mittelwert von 152 nm und einer 
Standardabweichung von 30 nm bestimmt. Abb 4.1.8 (D) zeigt die Häufigkeitsverteilung 
der gemessenen Abstände. 
 
 
 
Abbildung 4.1.8  Abstandsmessung zwischen Nup358 und Tpr in HeLa-Zelle. In HeLa-Zellen 
wurde sowohl ein Epitop des Nup358 als auch das C-terminale Ende des Tpr immunhistochemisch 
markiert. Linke Seite: konfokale Aufnahmen; rechte Seite: 4Pi-Aufnahmen. (A) Aufnahme des Nup358 mit 
Alexa Fluor 488® (grün) markiert. (B) Aufnahme des Tpr mit Alexa Fluor 594® (rot) markiert. (C) 
Überlagerung von (A) und (B). 
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4.1.6.3 Abstandsmessungen innerhalb des Kernporenkomplexes  
Es konnte bereits der Abstand zwischen zwei Nukleoporinen, dem Nup358 und Tpr mit 
Hilfe der 4Pi-Mikroskopie gemessen werden. Nun wurde im weiteren Verlauf der Arbeit 
der Abstand zwischen diesen Nukleoporinen und der Mitte des Kernporenkomplexes 
gemessen. Für diese Messungen wurden Ptk2- und NRK-Zellen genutzt. Diese Zelllinien 
sind stabil mit einem POM121-GFP(3) Konstrukt transfiziert, d. h. das POM121 wird als 
Fusionsprotein mit 3GFP-Molekülen exprimiert. Es ist bekannt, dass sich das POM121 in 
der Mitte des Kernporenkomplexes befindet (Cronshaw et al., 2002). 
Die Probenherstellung mit den Ptk2-Zellen wurde in dem vorherigen Kapitel schon 
beschrieben. Die NRK-Zellen wurden frühestens einen Tag vor einer Messung auf den 
Deckgläsern ausgesät, da sie sich in einem schnelleren Teilungszyklus befinden, als die 
Ptk2-Zellen. Letztere wurden verwendet, sobald sie 60% - 70% konfluent gewachsen 
waren. Die Fluoreszenzmarkierung fand nach dem gleichen immunhistochemischen 
Protokoll statt wie bei den Ptk2-Zellen. Bei beiden Zelllinien wurde das Nukleoporin Tpr, 
welches am nuclear basket lokalisiert ist, durch einen sekundären Antikörper, der mit 
Alexa Fluor 594® gekoppelt ist, markiert. 
Bei den NRK-Zellen wurde auch der Abstand zwischen POM121 und Nup358 gemessen. 
Dazu wurde das Nup358, welches an dem Ende der zytoplasmatischen Filamente 
lokalisiert ist, durch einen sekundären Antikörper mit Alexa Fluor 594® markiert. Die 
Einstellungen von Mikroskop und Laser können der Tabelle 4.1.1 für die entsprechenden 
Doppelfärbungen entnommen werden. 
Es wurde lediglich die untere Seite des Kerns für die Abstandsmessungen berücksichtigt. 
Abb. 4.1.9 zeigt eine Übersicht, der mit dem Glycerol-Immersions-Objektiven 
gemessenen Abstände zwischen Proteinen innerhalb eines Kernporenkomplexes. 
Eine schematische Darstellung eines Kernporenkomplexes ist in Abb. 4.1.9 (A) 
wiedergegeben, die Positionen der markierten Proteine sind dort festgehalten. Das 
Nukleoporin POM121 befindet sich in der Mitte der Pore (Antonin et al., 2005). Das Tpr 
ist an dem distalen Ende des nuclear basket (Krull et al., 2004) durch die Markierung des 
C-terminalen Ende des Tpr lokalisiert. Bei Nup358 handelt es sich um ein Nukleoporin, 
welches an den Enden der zytoplasmatischen Filamente vorhanden ist (Kubitscheck et al., 
2005) 
Zunächst wurde der Abstand zwischen POM121 und Tpr innerhalb eines 
Kernporenkomplexes von Ptk2-Zellen gemessen. Die Auswertung wurde mit Image J und 
dem Plugin IL-Tracker durchgeführt. Zuvor wurden die Daten wie gewohnt bearbeitet. 
Die Daten wurden auf 256 Helligkeitsstufen gespreizt und direkt danach mit einem Blur-
Filter geglättet. Um alle Daten miteinander vergleichen zu können, wurde ein 
ungerichteter Filter mit der Pixelgröße 7 verwendet.  
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Die Abb. 4.1.9 (B) zeigt die Häufigkeitsverteilung der gemessenen Abstände zwischen 
POM121 und Tpr in den Ptk2-Zellen. Es wurden 192 verschiedene Kernporenkomplexe 
ausgemessen, dabei ergab sich ein Abstand mit dem Mittelwert von 76 nm und einer 
Standardabweichung von 12 nm, wobei die Häufigkeitsverteilung einer Gaussfunktion 
gleicht. Des Weiteren wurden Abstandsmessungen in NRK-Zellen durchgeführt. In der  
 
 
Abbildung 4.1.9  Abstände einzelner Nukleoporine innerhalb eines Kernporenkomplexes. (A) 
Schematische Darstellung eines Kernporenkomplexes, welche die Positionen zeigt, die mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden. Dabei handelt es sich um ein Epitop des Nup358 und des Tpr, das 
POM121 ist durch Transfektion mit GFP markiert. (B) Abstandsmessung in einzelnen Kernporenkomplexen 
von PtK2–Zellen zwischen POM121 und Tpr. (C) Abstandsmessungen in einzelnen Kernporenkomplexen 
von NRK-Zellen sowohl zwischen POM121 und Tpr als auch POM121 und Nup358. 
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Abb. 4.1.9 (C) sind die Häufigkeitsverteilungen dieser Abstände abzulesen. Gemessen 
wurde der Abstand zwischen POM121 und Nup358 an 68 Kernporenkomplexen mit 
einem Mittelwert von 84 nm und einer Standardabweichung von 18 nm. Mit der gleichen 
Zelllinie wurde auch der Abstand zwischen POM121und Tpr mit einer Länge von 91 nm 
als Mittelwert und einer Standardabweichung von 21 nm gemessen. Dazu wurden 329 
verschiedene Kernporenkomplexe ausgewertet. 
Die Daten, die mit der Glycerol-Immersions-Objektiven gemessen wurden, sind bereits 
veröffentlicht (Huve et al., 2008). 
 
4.2 Wasser-Immersions-Objektive 
Mit den Glycerol-Immersions-Objektiven war es lediglich möglich, fixierte und damit 
nicht lebende Zellen zu vermessen. Da die Proben mit 87% Glycerol eingebettet werden 
mussten, würden Säugetierzellen in diesem Milieu direkt kollabieren. In unserem Institut 
sollte langfristig gesehen die 4Pi-Mikroskopie an lebenden Zellen etabliert werden. 
Deshalb wurde das 4Pi-Mikroskop mit Wasser-Immersions-Objektiven ausgestattet. Bei 
den HCX Wasser-Immersions-Objektiven handelt es sich um Objektive mit einer 63x 
Vergrößerung und einer NA von 1.20. Diese Objektive verfügen ebenfalls über einen 
Korrekturring zum Ausgleich von Brechungsindexabweichungen. Für das Einbetten der 
Probe kann jeder Puffer genommen werden, der einen ähnlichen Brechungsindex wie 
Wasser (nD=1,33) besitzt, es muss nur darauf geachtet werden, dass er nicht 
autofluoresziert. Auch mit diesen Objektiven ist es wichtig, dass keine Bläschen in der 
Probe vorhanden sind. Für diese Objektive mussten keine Quarz-Deckgläser verwendet 
werden, es konnte auf einfache Deckgläser aus BK7 Glas zurückgegriffen werden. Diese 
Deckgläser mussten dennoch absolut planar sein. Sie sollten eine Dicke von 170 µm ± 1 
µm haben, dazu wurden die Deckgläser vor der Verwendung ausgemessen. 
 
4.2.1 Auflösung gemessen an Beads 
Da Objektive genutzt wurden die mit einer anderen Numerischen Apertur spezifiziert 
sind, musste überprüft werden, inwiefern sich das auf das Auflösungvermögen auswirkt. 
Die Glycerol-Immersions-Objektive hatten eine 100x Vergrößerung mit einer NA von 
1.35. Bei den Wasser-Immersions-Objektiven wird mit einer 63x Vergrößerung und einer 
NA von 1.20 gearbeitet.  
Das Auslösungsvermögen wurde anhand von Beads gemessen, die aber nun mit 1x PBS 
eingebettet waren. Die Aufnahmen wurden mit der 2-Photonenanregung im 
bidirektionalen Scan-Modus gemacht. Der Beam-Expander war auf 3 eingestellt und das 
Pinhole bis auf 0,80 Airy-Units geschlossen. Die Aufnahme wurde mit einem Line-
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Average von 8 gemacht. Die Laserintensität betrug bei einer Wellenlänge von 800 nm 
30% und der EOM war auf 72% eingestellt. Die Laserintensität musste etwas erhöht und 
das Pinhole etwas weiter geöffnet werden im Vergleich zu dem Messungen mit den 
Glycerol-Immersions-Objektiven (Laser: 20%; Pinhole: 0,74 Airy-Units), weil das 
detektierte Signal wesentlich schwächer war. Die Detektion fand genau wie bei den 
Glycerol-Immersions-Objektiven über die Avalanche Photodioden statt. 
In der Abb. 4.2.1 (A) ist die Aufnahme eines TransFluo Beads abgebildet. Da es sich um 
eine 4Pi-Aufnahme handelt und somit das Bild entlang der optischen Achse gescannt 
wurde, ist das Interferenzmuster des Beads zu sehen. Es wird ganz typisch für eine 4Pi-
Aufnahme aus einem hellen Hauptpeak mit zwei schwächeren Nebenmaxima gebildet. 
Direkt nach der Aufnahme wurden die Daten gespreizt und mit einem Filter der 
Pixelgröße 7 geglättet. 
 
 
 
Abbildung 4.2.1   Auflösung des 4Pi-Mikroskops demonstriert an einem Bead und gemessen 
mit Wasser-Immersions-Objektiven. (A) Bead (TransFluoSpheres® NeutroAvidin™ Labeled 0,1 µm 
microspheres; Ex: 488 nm, Em: 605 nm) gemessen in axialer Richtung entlang der optischen Achse. Das 
Interferenzmuster ist deutlich zu erkennen. Es wurde eine ROI (region of interest) über das Signal definiert. 
(B) gibt die PSF (Point spread function) innerhalb der ROI des Beads wieder. Die PSF zeigt, dass dieses 
Bead mit einer Auflösung (FWHM) von 162 nm gemessen wurde. 
 
 
Die PSF des Beads wird in der Abb. 4.2.1 (B) wiedergegeben. Hier ist deutlich die 
Intensitätsverteilung zwischen Hauptpeak und Nebenmaxima zu erkennen. Der 
Hauptpeak gibt mit seiner Halbwertsbreite (FWHM) ein Auflösungsvermögen an diesen 
Beads von 160 nm an. Mit den Wasser-Immersions-Objektiven kann aufgrund der 
geringeren NA nicht die gleiche Auflösung wie mit den Glycerol-Immersions-Objektiven 
erreicht werden. Doch auch hier ist die Auflösung im Vergleich zur konfokalen 
Mikroskopie erheblich verbessert. Die Nebenmaxima können aus dem gleichen Grund 
auch nicht mehr so gering gehalten werden. Hier ergibt sich für das eine Nebenmaximum 
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ein Intensitätspeak der 42% der Intensität des Hauptpeaks ausmacht. Die relative Höhe 
des anderen Nebenmaximums liegt bei 44%. In vielen Fällen sind noch zwei weitere 
Nebenmaxima zu beobachten, diese weisen aber eine so geringe Intensität auf, dass sie 
nicht berücksichtigt werden müssen. 
 
4.2.2 Lokalisierung einzelner Nukleoporine 
Bei den Messungen mit den Wasser-Immersions-Objektiven wurden ausschließlich HeLa-
Zellen verwendet. Für einige Messungen wurden die Zellen mit POM121-EGFP(3) 
transient transfiziert. Die Zellen wurden zusätzlich immunhistochemisch markiert. Die 
Antikörper Färbung für die Messungen mit den Glycerol-Immersions-Objektiven wurde 
immer an fixierten Zellen durchgeführt. Da jetzt mit den Wasser-Immersions-Objektiven 
gemessen wurde sollten die Zellen so intakt wie möglich bleiben. Aus diesem Grund 
wurden transient tranfizierte Zellen partiell nicht fixiert, sondern mit dem Detergenz 
Digitonin permeabilisiert und danach gefärbt.  
Bei einer Digitonisierung werden cholesterolreiche Zellmembranen zerstört, die 
Kernmembran bleibt dabei aber intakt. Dadurch sind die Zellen zwar tot, aber der 
Kernporenkomplex bleibt in einer annähernd nativen Umgebung erhalten. Die Zellen 
befinden sich in einen Transportpuffer mit einem pH-Wert von 7.4 damit sie sich nicht zu 
sehr aufblähen. Die darauf folgende Antikörper-Färbung kann nicht so lang und intensiv 
durchgeführt werden, wie an fixierten Zellen. Das Eindeckeln der Probe zog sich durch 
die Aushärtung des Silikonklebers auf ca.20 min. Die darauf folgende Justage und 
Messung für einen Zellkern benötigte etwa eine bis anderthalb Stunden. Eine Stunde ist 
aber das maximale Zeitfenster, in dem die Zellen in dieser Art von Probe intakt bleiben 
können. Es wurden parallel die gleichen Messungen an digitonisierten und an fixierten 
Zellen durchgeführt. Die an unterschiedlichen Präparationen durchgeführten 
Abstandsmessungen ergaben vergleichbare Daten. Deshalb wurde Aufgrund des 
limitierenden Zeitfensters, das bei den digitonisierten Zellen zur Verfügung stand und der 
intensiveren Färbung, die an fixierten Zellen möglich war, für die weiteren Messungen 
mit fixierten Zellen gearbeitet. Für Messungen an lebenden Zellen müsste vollständig auf 
eine Antikörperfärbung verzichtet werden. Die wäre nur durch eine doppelte Transfektion 
in einer Zelle, bei der zwei spektral unterschiedliche fluoreszierende Proteine an 
unterschiedlichen Nukleoporinen exprimiert würden, möglich. 
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4.2.2.1 Vermessungen des größten Abstandes mit Wasser-Immersions-
Objektiven 
Mit den Glycerol-Immersions-Objektiven konnten bereits verschiedene Abstände 
zwischen Proteinen innerhalb eines Kernporenkomplexes gemessen werden. Dies wurde 
nun mit den Wasser-Immersions-Objektiven weiter ausgeführt. 
Zunächst wurde der größte Abstand innerhalb eines Kernporenkomplexes gemessen: Der 
Abstand zwischen Nup358 und Tpr. Wie zuvor erwähnt, ist das hier markierte Epitop des 
Nup358 an den Enden der zytoplasmatischen Filamente lokalisiert. Da das hier markierte 
C-terminale Ende des Tpr dem distalen Ring des nuclear basket zugeordnet wird, ergibt 
sich zwischen Nup358 und Tpr der größte mögliche Abstand innerhalb eines 
Kernporenkomplexes. Die Mikroskopeinstellungen für diese Messungen können der 
Tabelle 4.1.1 für die Fluoreszenzfarbstoffkombination Alexa Fluor 488® und Alexa Fluor 
594® entnommen werden.  
Die Abb. 4.2.2 gibt den Abstand zwischen Nup358 und Tpr gemessen mit Wasser-
Immersions-Objektiven wieder. Eine schematische Übersicht mit den markierten 
Epitopen und dem Mittelpunkt des Kernporenkomplexes ist in Abb. 4.2.2 (A) dargestellt.  
In der Abb. 4.2.2 (B) ist die Häufigkeitsverteilung der gemessenen Abstände zwischen 
Nup358 und Tpr aufgezeichnet. Es ergibt sich zwischen den Enden der zytoplasmatischen 
Filamente und dem distalen Ring des nuclear basket ein Mittelwert für den Abstand von 
160±24 nm. Diese Messung wurde an 60 Kernporenkomplexen durchgeführt.  
Dieser Wert stimmt mit dem Wert, der unter Nutzung der Glycerol-Immersions-Objektive 
gemessen wurde überein.  
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Abbildung 4.2.2  Abstandsmessung zwischen Nup358 und Tpr in HeLa-Zellen gemessen mit 
Wasserobjektiven. (A) Schematische Darstellung eines Kernporenkomplexes, welche die Positionen zeigt, 
die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden. Dabei handelt es sich um ein Epitop des Nup358 und 
des Tpr. (B) Dargestellt ist die Häufigkeitsverteilung der Abstandsmessung zwischen Nup358 und Tpr. 
 
4.2.2.2 Position von Nup358 und Tpr 
Für die Lokalisierung von Nup358 und Tpr wurden jetzt HeLa-Zellen verwendet, da 
dieser Abstand bereits an Ptk2-Zellen und NRK-Zellen mit den Glycerol-Immersions-
Objektiven gezeigt wurde. Die Zellen wurden mit einem POM121-EGFP(3) Konstrukt 
transfiziert. Danach wurde immunhistochemisch das Nup358 durch einen Antikörper, der 
mit Alexa Fluor 594® gekoppelt war markiert. Das Tpr wurde mit Rhodamin Red™-X 
durch einen Antikörper markiert. Nach der Justage des Mikroskops wurden die 
Messungen mit den Einstellungen, die in der Tabelle 4.1.1 für die entsprechenden 
Farbstoffkombinationen aufgeführt sind, gemacht. 
Die Abb. 4.2.3 zeigt die Lokalisierung von Nup358 und Tpr in mit POM121-EGPF 
transient transfizierten HeLa-Zellen. Eine schematisch vereinfachte Darstellung eines 
Kernporenkomplexes ist in Abb. 4.2.3 (A) wieder zu finden. Die Position von Nup358, 
POM121 und Tpr ist markiert. Das Nup358 befindet sich an den Enden der 
zytoplasmatischen Filamente. Das POM121 ist in der zentralen Mitte des 
Kernporenkomplexes lokalisiert. Für diese Messungen wurde ein anderer anti-Tpr 
Antikörper verwendet als bei den Messungen der Ptk2-Zellen und der NRK-Zellen. Dieser 
Antikörper bindet an ein Epitop das zwischen den Aminosäuren 1350-1650 liegt und 
somit im mittleren Bereich des nuclear basket lokalisiert ist (Krull et al., 2004). 
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In der Abb. 4.2.3 (B) ist die Häufigkeitsverteilung der gemessenen Abstände zwischen 
POM121 und Nup358 abgebildet. Es wurde ein mittlerer Abstand von 93±15 nm bei der 
Auswertung von 155 verschiedenen Kernporenkomplexen gemessen. Zwischen POM121 
und der Tpr-Region, die sich im mittleren Teil des nuclear basket befindet, wurde ein 
Abstand von 62±12 nm bestimmt, dafür wurden 115 Kernporenkomplexe vermessen. 
 
 
 
 
Abbildung 4.2.3: Lokalisationsmessungen von Nup358 und Tpr mit Wasserobjektiven. (A) 
Schematische Darstellung eines Kernporenkomplexes mit der Markierung der Position von Nup358, 
POM121 und Tpr. Dargestellt ist die Häufigkeitsverteilung der Abstandsmessungen von (B) Nup358 versus 
POM121 und (C) POM121 versus Tpr. 
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4.2.2.3 Position von Nup153 
Des Weiteren wurde die Position von Nup153 ermittelt. Hierzu wurden HeLa-Zellen 
transient mit eGFP(3)-Nup153 transfiziert, d.h. mit dem Fusionsprotein Nup153 wurden 
drei Moleküle GFP exprimiert. Das Nup153 besitzt eine mobile und eine fest verankerte 
Region (Fahrenkrog, 2006). Hier wird das GFP an dem N-terminalen Ende des Nup153 
exprimiert und befindet sich deshalb an der fest im Kernporenkomplex verankerten 
Region. Die Zellen wurden fixiert und durch eine Antikörper-Färbung ein zweites Protein 
markiert. Es wurde wie bei der Messung zuvor das Nup358 mit Alexa Fluor 594® 
markiert und das Tpr, welches in der mittleren Region des nuclear basket lokalisiert ist, 
wurde mit Rhodamine Red™-X markiert. Die Laser- und Mikroskopeinstellungen sind 
der Tabelle 4.1.1 zu entnehmen. 
Die Abb. 4.2.4 gibt die Position von Nup153, die mit Hilfe der 4Pi-Messungen ermittelt 
werden konnte, wieder. Daraus ergibt sich, dass das N-terminale Ende des Nup153 fast an 
der gleichen Stelle positioniert ist wie das POM121.  
Eine einfache schematische Darstellung des Kernporenkomplexes ist in Abb. 4.2.4 (A) zu 
finden. Die Lokalisation verschiedener Protein ist markiert. Die Position von Nup358 an 
den zytoplasmatischen Filamenten, des POM121 im Zentrum und die Positionierung des 
Tpr am nuclear basket wurde bereits erläutert. Die Abb. 4.2.4 (B) zeigt die 
Häufigkeitsverteilung des gemessenen Abstandes zwischen Nup358 und der fest 
verankerten Region des Nup153. Es wurde ein Abstand von 88±17 nm bei der 
Vermessung von 405 Kernporenkomplexen ermittelt.  
Die Messung des Abstandes zwischen dem N-terminalen Ende des Nup153 und Tpr ergab 
bei 125 vermessenen Kernporenkomplexen einen Wert von 60±15 nm (Abb. 4.2.4 (C)). 
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Abbildung 4.2.4:  Lokalisierung von Nup153 in HeLa – Zellen. (A) Schematische Darstellung 
eines Kernporenkomplexes mit der Markierung der Position von Nup358, Nup153, POM121 und Tpr. 
Dargestellt sind die Häufigkeitsverteilungen der Abstandsmessungen von (B) Nup358 versus Nup153 und 
(C) Nup153 und Tpr. 
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4.2.2.4 Position von Mab414 
Bei Mab414 handelt es sich um einen Proteinkomplex im Inneren des 
Kernporenkomplexes, der die Proteine p62, p152 und p90 umfasst (Kubitscheck et al., 
1996). Mit Hilfe der hier verwendeten 4Pi-Mikroskopie wurde die genaue Position von 
Mab414 festgelegt.  
Es wurden HeLa-Zellen eingesetzt, die in drei Varianten markiert wurden. Zum einen 
wurde ausschließlich mit Antikörpern gefärbt. Zum anderen wurden verschieden 
transfizierte Zellen verwendet. Für eine Messung wurden die Zellen mit POM121-eGFP3 
transfiziert. Bei der anderen Messung mussten die Zellen zuvor mit eGFP3-Nup153 
transient transfiziert werden. Die weitere Probenbehandlung und Präparation wurden wie 
bei den vorherigen Messungen durchgeführt. Sowohl das Nup358 als auch das Mab414 
wurden durch einen sekundären Antikörper, der mit Alexa Fluor 594® gekoppelt ist, 
markiert. Nur bei den Messungen des Abstandes zwischen Nup358 und Mab414 wurde 
das Nup358 durch Alexa Fluor 488® und das Mab414 durch einen Antikörper, der mit 
Alexa Fluor 594® gekoppelt war, markiert. Die Aufnahmen und auch die weitere 
Datenverarbeitung wurden identisch zu den vorigen Messungen durchgeführt.  
In der Abb. 4.2.5 (A) sind die Positionen von Nup358, Mab414, Nup153 und POM121 
schematisch vereinfacht dargestellt. Der Abstand zwischen Nup358 und Mab414 beträgt 
19±18 nm bei 165 verschiedenen Kernporenkomplexen (Abb. 4.2.5 (B)). Zwischen 
Mab414 und POM121 konnte ein Abstand von 71±17 nm bestimmt werden, dazu wurden 
150 verschiedene Kernporenkomplexe vermessen (Abb. 4.2.5 (C)). Zwischen Mab414 
und dem fest verankerten N-terminalen Ende des Nup153 wurde bei 202 
Kernporenkomplexen ein Abstand von 45±16 nm gemessen. Das hier detektierte Signal 
von Mab414 befindet sich somit etwa in der Mitte der zytoplasmatischen Filamente. 
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Abbildung 4.2.5:            Lokalisierung von Mab414 in HeLa – Zellen. (A) Schematische Darstellung 
eines Kernporenkomplexes mit der Markierung der Position von Nup358, Mab414, Nup153 und POM121. 
Dargestellt sind die Häufigkeitsverteilungen der Abstandsmessungen von (B) Nup358 versus Mab414, (C) 
Mab414 versus POM121 und (D) Nup153 versus Mab414. 
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5 Diskussion 
In vielen proteinmolekularbiologischen Studien (Gavin et al., 2002a;Gavin et al., 
2002b;Hinshaw et al., 1992;Krogan et al., 2006) wurde gezeigt, dass Proteine überwiegend 
in Proteinkomplexen auftreten. Diese Proteinkomplexe spielen sowohl bei funktionellen 
Prozessen (Hartwell et al., 1999) als auch bei der Formgebung auf ganzer Zellebene eine 
wichtige Rolle. Aus den einzelnen Proteinkomplexen wird ein großes Netzwerk gebildet 
(Barabasi and Oltvai, 2004;Ma'ayan et al., 2005). Dieses Netzwerk leitet alle Prozesse in 
der Zelle, dazu gehören auch die Organisation, die Erhaltung und der Gebrauch von 
genetischem Material. Somit haben die Proteinkomplexe durch ihre Fundamentalität in der 
Zelle große Auswirkungen auf die Gesundheit oder Erkrankungen des gesamten 
Organismus (Peters, 2006b;Peters, 2006a). Durch die Anzahl der Gene eines menschlichen 
Genoms und die durchschnittliche Anzahl der Untereinheiten eines Proteinkomplexes kann 
darauf geschlossen werden, dass sich in einer menschlichen Zelle etwa 4000 – 5000 
verschiedene Proteinkomplexe befinden. Bislang war es nur möglich, einen geringen 
Anteil der verschiedenen Proteinkomplexe durch verschiedene Techniken auf molekularer 
Ebene zu charakterisieren. Bei diesen Techniken handelte es sich zum Beispiel um 
Elektronenmikroskopie, Röntgenbeugung, Kernmagnetische Resonanz Techniken oder 
theoretischen Berechnungsmethoden. Für die meisten dieser Techniken ist es notwendig, 
die Zellen chemisch oder kryogenisch zu behandeln und zu fixieren. In anderen Fällen 
werden die Proteinkomplexe biochemisch isoliert oder durch Neukombination 
rekonstruiert. Da es sich aber bei den Proteinkomplexnetzwerken um sehr dynamische 
Einheiten in lebenden Zellen handelt, ist es notwendig, für weitere Analysen Techniken zu 
nutzen oder zu entwickeln, die diese Dynamik berücksichtigen können. 
Im Vorfeld wurde bereits gezeigt, dass mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie sehr 
spezifisch molekulare Prozesse in lebenden Zellen analysiert werden können (Day and 
Schaufele, 2005). Es wurde der Verbleib von paternalen Mitochondrien in der frühen 
Entwicklungsphase von Callithrix jacchus untersucht (Luetjens and Wesselmann, 2008) 
Zudem war es möglich, mit Hilfe der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie 
Kernporenkomplexe zu visualisieren und somit ihre Verteilung über den Zellkern zu 
bestimmen (Kubitscheck et al., 1996). Mit FRET (fluorescence resonance energy transfer) 
wurden Studien am Kernporenkomplex von Saccharomyces cerevisiae bezüglich der 
Wechselwirkung zwischen Proteinen und deren Transport durchgeführt (Damelin and 
Silver, 2002). Konventionelle lichtmikroskopische Studien sind jedoch bezüglich ihres 
Auslösungsvermögens auf das Beugungslimit begrenzt. In den letzten Jahren sind aber eine 
Reihe von Techniken entwickelt worden, um diesen limitierenden Faktor in der 
Fluoreszenzmikroskopie zu umgehen (Gustafsson, 2005;Hell, 2004).  
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Die 4Pi-Mikroskopie liefert eine 5-7 fache Verbesserung des Auflösungsvermögens in 
axialer Richtung verglichen mit der konventionellen konfokalen Mikroskopie. In dieser 
Arbeit wurde gezeigt, dass es mit der Fluoreszenzmikroskopie möglich ist, strukturelle 
Eigenschaften einzelner Proteinkomplexe zu analysieren. Als Untersuchungsobjekt wurde 
der Kernporenkomplex ausgewählt, da er eine besonders wichtige Rolle bei der 
Zellfunktion spielt. Mit einer Länge von ca. 270 nm und einem Durchmesser von ca. 120 
nm (Fahrenkrog and Aebi, 2003) ist er einer der größten Proteinkomplexe in der Zelle. In 
Kernen von Säugetierzellen konnten bisher lichtmikroskopisch einzelne 
Kernporenkomplexe aufgelöst werden. Informationen über die Anordnung von Proteinen 
innerhalb eines Kernporenkomplexes waren in der Regel aber nur durch 
elektronenmikroskopische Analysen zu erhalten. Hier wurde nun gezeigt, dass es möglich 
ist, mit einem kommerziellen 4Pi-Mikroskop einzelne Strukturelemente des 
Kernporenkomplexes abzubilden. 
 
5.1 Etablierung eines 4Pi-Mikroskops (TypA) 
Die axiale Auflösung ist bei herkömmlichen Fluoreszenzmikroskopen, bei denen ein 
Objektiv genutzt wird, durch Beugungsphänomäne bis auf 500 nm limitiert. Mit der 4Pi-
Mikroskopie wurde eine Methode entwickelt, die das Auflösungsvermögen in axialer 
Richtung wesentlich verbessert. Hierbei wird die Probe durch zwei sich gegenüberstehende 
Objektive kohärent beleuchtet. Die Lichtwellen beider Objektive werden dabei so 
übereinander gelegt, dass sie im Fokuspunkt ihr Feld verstärken. Auf diese Weise wird 
eine annähernd kugelförmige Lichtwelle simuliert, die fast aus allen Richtungen auf den 
Fokuspunkt zuläuft (Bewersdorf et al., 2006;Egner, 2002;Fahrenkrog and Aebi, 
2003;Gustafsson, 2005;Hell and Stelzer, 1992c;Hell and Stelzer, 1992b) Es sind drei 
verschiedene Typen der 4Pi-Mikroskopie bekannt. Wenn die Probe durch beide Objektive 
kohärent beleuchtet und mit nur einem Objektiv detektiert wird, dann spricht man vom Typ 
A. Im umgekehrten Fall, bei der Beleuchtung durch ein Objektiv und der Erzeugung einer 
Interferenz auf dem Detektor, indem zwei Objektive verwendet werden, handelt es sich um 
den Typ B. Bei dem 4Pi-Mikroskop vom Typ C wird kohärent durch beide Objektive 
beleuchtet und auch detektiert (Egner and Hell, 2005). Alle Typen sind realisierbar, jedoch 
ist Typ A der gängigste, da er technisch am einfachsten zu realisieren ist. Typ B ist eher 
von akademischem Interesse. Typ C ist auch möglich, stellt allerdings an die Präzision des 
Aufbaus und der verwendeten Geräte (wie auch schon Typ B) recht hohe Ansprüche, da 
das Fluoreszenzlicht meist keine große Kohärenzlänge hat. 
In dieser Arbeit wurde eines der ersten kommerziell erhältlichen 4Pi-Mikroskope dem Typ 
A entsprechend verwendet. 
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Es wurde bereits erwähnt, dass die beste Auflösung bei herkömmlichen 
Fluoreszenzmikroskopen mit ca. 200 nm in lateraler Richtung erreicht wird. Entlang der 
optischen Achse beträgt das Auflösungsvermögen ca. 500 nm. Durch den Einsatz eines 
zusätzlichen Objektivs wird diese axiale Auflösung auf ca. 120 nm erhöht (Hell and 
Stelzer, 1992c;Hell and Stelzer, 1992b). 
Diese Verbesserung der axialen Auflösung konnte in dieser Arbeit an einem kommerziell 
erhältlichen 4Pi-Mikroskop durch die Vermessung von Beads ausreichend demonstriert 
werden. Vor der Inbetriebnahme des 4Pi-Mikroskops mussten aber die richtigen 
Umgebungsbedingungen geschaffen werden. Temperaturschwankungen, eine zu hohe 
Luftfeuchtigkeit oder auch der Luftstrom der Klimaanlage können sich störend auf das 
Mikroskop auswirken. 
Es wurde sowohl mit Glycerol-Immersions-Objektiven als auch mit Wasser-Immersions-
Objektiven gearbeitet. Die Glycerol-Immersions-Objektive waren mit einer NA=1.35 
ausgestattet. Das Einbettmedium und das Immersionsmedium, 87% Glycerol, sowie die 
Quarz-Deckgläser hatten den gleichen Brechungsindex (nD=1.46), damit keine 
Brechungsindexabweichungen zwischen den Objektiven auftreten sollten. Die Objektive 
waren dennoch mit Korrekturringen versehen, damit kleiner Brechungsindexabweichungen 
bedingt durch die Probe ausgeglichen werden konnten. Die Auflösung wurde an Latex - 
Beads mit einem Durchmesser von 100 nm gemessen. Es konnte eine Auflösung von 112 
nm erreicht werden, wobei die Höhe der Nebenmaxima 29% des Hauptmaximums 
ausmachten. Somit entspricht das kommerzielle 4Pi-Mikroskop den Anforderungen des 
ursprünglichen Aufbaus im Max-Planck-Institut für biophysikalische Chemir in Göttingen, 
dort wurde dieser Aufbau entwickelt (Bewersdorf et al., 2006;Egner and Hell, 2005;Hell 
and Stelzer, 1992c;Hell and Stelzer, 1992b). Die Wasser-Immersions-Objektive besitzen 
eine NA=1.2 und haben somit einen etwa 4° geringeren Öffnungswinkel als die Glycerol-
Immersions-Objektive (Bewersdorf et al., 2006). Aufgrund der Beugungs-Theorie (Born 
and Wolf, 1993) resultieren durch einen geringerer Öffnungswinkel des Objektivs höhere 
Nebenmaxima, weil sich die PSF aus ~1/(sinα)2 ergibt. Es können auch zusätzliche 
Nebenmaxima auftreten, die auch durch eine Entfaltung nicht entfernt werden können 
(Bahlmann et al., 2001). Zudem konnte in früheren Studien an einem Eigenaufbau gezeigt 
werden, dass mit Wasser-Immersions-Objektiven und der 2-Photonenanregung eine 
Auflösung von 190 nm erreicht wird (Bahlmann et al., 2001). In dieser Arbeit war es sogar 
mit dem kommerziellen 4Pi-Mikroskop möglich, die Auflösung unter Verwendung von 
Wasser-Immersions-Objektiven bis auf 160 nm zu erhöhen, das gelang aber nur bei 
optimaler Justage der Objektive und perfekter Probenpräparation. Auch hier lag die Höhe 
der Nebenmaxima wie in den früheren Studien bei ~40%. 
Bei allen Messungen in dieser Arbeit wurde mit der 2-Photonenanregung gearbeitet, denn 
sie hat den Vorteil die Höhe der Nebenmaxima zu reduzieren. Bei der Anregung im 2-
Photonenmodus werden die Nebenmaxima zum einen aufgrund der quadratischen 
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Abhängigkeit des Fluoreszenzsignals von der Anregungsintensität und zum anderen durch 
die Tatsache, dass die Anregungswellenlänge etwa doppelt so groß ist wie die Wellenlänge 
des Fluoreszenzlichts reduziert (Bewersdorf et al., 2006;Hell et al., 1994;Nagorni and Hell, 
2001b). Der axiale Abstand der Maxima verdoppelt sich mit der Verdopplung der 
Anregungswellenlänge (Bewersdorf et al., 2006;Egner and Hell, 2005;Hell and Stelzer, 
1992b;Nagorni and Hell, 2001a). Für die Abstandsmessungen, die in dieser Arbeit gemacht 
wurden, war der große Abstand zwischen dem Hauptmaximum und den Nebenmaxima von 
Vorteil, da zur Auswertung nur das Hauptmaximum berücksichtig wurde. 
Um den durch die 4Pi-Mikroskopie erlangten Auflösungsgewinn an biologischen 
Strukturen mit dem kommerziellen 4Pi-Mikroskop zu demonstrieren, wurden 
Aktinfilamente ausgewählt. Es ist bekannt, dass filamentöses Aktin mit einem 4Pi-Aufbau 
messbar ist (Hell et al., 1997;Schrader et al., 1998). Ein Aktinfilament besitzt etwa einen 
Durchmesser von 7 nm, die Filamente kommen aber immer in Bündeln vor, dabei liegt der 
Durchmesser dieser Bündel dennoch meist unter 100 nm. Da sich Aktinfilamente sehr 
leicht durch Phalloidin mit einem Fluoreszenzfarbstoff markieren lassen, wurde sich 
anhand der Aktinfilamente mit dem Mikroskop und seinen Eigenschaften vertraut 
gemacht. Wie auch in den Studien (Nagorni and Hell, 2001a;Schrader et al., 1998) zuvor 
erläutert wurde, sind nur die Aktinfilamente, die dicht unter der Zellmembran 
entlanglaufen im 4Pi-Modus deutlich als Filamente zu erkennen. Dies konnte auch in 
dieser Arbeit demonstriert werden (Abb. 4.1.3 (B)). Da sich innerhalb des Zellkerns ein 
anderer Brechungsindex ergibt als in dem umgebenden Milieu, kann es aufgrund einer 
Phasenverschiebung des Lichtes zu keiner erfolgreichen Entfaltung der 
Übersichtsaufnahme kommen. Lediglich an einem kleinen ausgewählten Ausschnitt 
konnten die Nebenmaxima durch Entfaltung entfernt werden. Die gleiche Problematik 
wurde auch zuvor in anderen Studien gezeigt (Egner and Hell, 2005;Hell et al., 
1997;Schrader et al., 1998). 
Da geringe Abstände in der Größenordnung von 40-160 nm gemessen werden sollten, war 
es notwendig, die Lokalisierungsgenauigkeit des Mikroskops zu überprüfen. Die 
Lokalisierungsgenauigkeit eines Mikroskops ist abhängig vom Signal- zu Rausch-
Verhältnis, von dem Auflösungsvermögen und den chromatischen Aberrationen (Schmidt 
et al., 2000). Bislang konnten Abstands- und Lokalisierungsmessungen an 
fluoreszenzmarkierten Strukturen mit der konfokalen Mikroskopie mit einer Genauigkeit 
von 20 nm in lateraler Richtung und 60 nm in axialer Richtung durchgeführt werden 
(Bornfleth et al., 1999;Helm et al., 1997). Die Ungenauigkeit von 20 nm und 60 nm ist 
bedingt durch die schlechte Auflösung des konfokalen Mikroskops mit ~200 nm in 
lateraler Richtung und ~500 nm in axialer Richtung. Aufgrund der 5-7 fachen 
Verbesserung der Auflösung in axialer Richtung des 4Pi-Mikroskops, sollte auch eine 
Verbesserung in der Lokalisierungsgenauigkeit erzielt werden. Es wurde in früheren 
Studien durch Abstandsmessungen die Lokalisierungsgenauigkeit eines 4Pi-Mikroskops 
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bestimmt (Schmidt et al., 2000). Dazu wurde der Abstand zwischen einer 
monomolekularen Langmuir-Blodgett (LB) Schicht und einem darauf fixiertem 
fluoreszierenden Bead gemessen (Schrader et al., 1998). Die Abstandmessungen wurden 
unter 2-Photonenanregung mit einer Genauigkeit von 1,2 nm mit einem 4Pi-Mikroskop 
vom Typ A durchgeführt (Schmidt et al., 2000). Dieses Ergebnis kann sich aber nur als 
exakt richtig erweisen, wenn die beiden Strukturen, die Langmuir-Blodgett Schicht und 
das Bead, gleichermaßen Bleichen. 
In dieser Arbeit wurde die Lokalisierungsgenauigkeit auf folgende Weise bestimmt: Es 
wurde ein fluoreszierendes Bead auf eine fluoreszenzmarkierte BSA-Schicht fixiert und 
unter 2-Photonenanregung gemessen. Hier war es möglich, mit einer 
Lokalisierungsgenauigkeit von ~3 nm den Abstand zwischen dem Bead und der BSA-
Schicht zu bestimmen. Bei dem Vergleichen der Abstände, die an verschiedenen Stellen 
der Probe gemessen wurden, konnte eine Lokalisierungsgenauigkeit von 7-10 nm bestimmt 
werden. Die Messungen in den früheren Studien wurden mit einer monomolekularen LB-
Schicht gemacht, für die Messungen in dieser Arbeit wurde ein Deckglas mit 
fluoreszenzmarkierten Proteinen beschichtet, deshalb könnte die Schicht an 
unterschiedlichen Stellen der Probe eine andere Dicke aufweisen. Diese nicht konstante 
monomolekulare Proteinbeschichtung führt zu einer Verschlechterung der 
Lokalisierungsgenauigkeit. Insgesamt ist die Lokalisierungsgenauigkeit bei diesem 4Pi-
Mikroskop etwas schlechter als bei den vorherigen Studien, was daran liegen kann, dass es 
sich um ein kommerziell erhältliches Mikroskop handelt und nicht um einen Eigenaufbau. 
Bei einem Eigenaufbau können die einzelnen Komponenten, wie z.B. die Spiegel, besser 
justiert werden. Dennoch ist die Lokalisierungsgenauigkeit bei diesem 4Pi-Mikroskop mit 
~3 nm erheblich verbessert gegenüber dem konfokalen Mikroskop mit bis zu 60 nm. 
Die Messungen für die Bestimmung der Lokalisierungsgenauigkeit wurden zum einen mit 
grün fluoreszierenden Beads auf einer rot fluoreszierenden BSA-Schicht und zum anderem 
mit einem rot fluoreszierenden Bead auf einer grün fluoreszierenden BSA-Schicht 
gemacht. Da es in beiden Fällen zu dem gleichen Ergebnis kam und die Lokali-
sierungsgenauigkeit zu ca. 3 nm gemessen wurde, muss die chromatische Aberration unter 
3 nm liegen.  
Weiterführend wurde in dieser Arbeit auch die Punktstabilität des 4Pi-Mikroskops geprüft. 
Dazu wurden wiederholte Aufnahmen von ein und demselben Bead gemacht. Letztendlich 
konnten Abweichungen von 1-10 nm gemessen werden. Durch diese Messungen kam es zu 
der Schlussfolgerung, dass die Stabilität des Mikroskops stark durch die räumlichen 
Eigenschaften, wie Temperaturschwankungen, eine zu hohe Luftfeuchtigkeit oder auch 
durch den Luftstrom, der durch die Klimaanlagen produziert wird, beeinflusst werden 
kann. Die Bestimmung der Punktstabilität ist für die eigentlichen Abstandsmessungen sehr 
wichtig, weil in einem Zellkern mehrere Messungen hintereinander aufgenommen werden. 
Und während der Messungen wird, bedingt durch das schwache Signal, ein mehrfacher 
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line Average durchgeführt. Zudem ist die Messung der Punktstabilität wichtig, um 
eventuelle Instabilitäten des Piezo-Tisches sowie Funktionsstörungen der Steuereinheit des 
unteren Objektivs auszuschließen. 
Abstandsmessungen im Kernporenkomplex konnten nur gemacht werden, wenn das 
Mikroskop stabil war, d.h. die Abweichungen möglichst weit unter 10 nm lagen. 
 
5.2 3D-Visualisierung des Zellkerns 
Mit der 4Pi-Mikroskopie sollte vor allem die Möglichkeit geboten werden, 3D-Modelle 
von verschiedenen Strukturen in der Zelle mit Hilfe von Fluoreszenzaufnahmen zu 
generieren. In verschiedenen Arbeitsgruppen wurden so ganze Proteinnetzwerke 
dargestellt.  
Das Netzwerk der Mitochondrien konnte in früheren Studien durch 4Pi-Aufnahmen in 
Hefe Zellen als 3D-Modell dargestellt werden (Egner, 2002). Diese Aufnahmen konnten in 
lebenden Hefezellen aufgenommen werden. Des Weiteren war es möglich den Golgi-
Apparat in lebenden Vero-Zellen abzubilden (Egner and Hell, 2005).(Bahlmann et al., 
2001)zeigten ein 3D-Modell von Mikrotubuli innerhalb von fixierten Zellen gemessen mit 
Wasser-Immersions-Objektiven und einem Auflösungsvermögen von 190 nm in axialer 
Richtung und 280 nm in lateraler Richtung. 
In dieser Arbeit wurde die Topographie des Kernporenkomplexes untersucht. Dazu wurde 
zunächst durch eine Fluoreszenzmarkierung eines Nukleoporins der Komplex sichtbar 
gemacht. Die Messungen wurden an fixierten HeLa-Zellen mit Glycerol-Immersions-
Objektiven durchgeführt. Um den Auflösungsgewinn, der mit dem 4Pi-Mikroskop erreicht 
wird, deutlich hervorzuheben, wurden die Aufnahmen im konfokalen Modus mit 
Aufnahmen im 4Pi-Modus verglichen. Zudem wurde der optische Effekt, der durch eine 
lineare Entfaltung erreicht wird, gezeigt (Abb. 4.1.5). Es ist möglich den Zellkern durch 
die Markierung des Kernporenkomplexes in der 3D-Ansicht darzustellen. 
Der Unterschied zwischen der konfokalen 3D-Darstellung (Abb. 4.1.5 (A)) und der linear 
dekonvoluierten 4Pi-Aufnahmen im 3D-Modell (Abb. 4.1.5 (C)) ist deutlich zu erkennen. 
Durch die verbesserte Auflösung des 4Pi-Mikroskops ist es möglich, die 
Kernporenkomplexe als einzelne Strukturen zu erkennen. Im konfokalen 3D-Modell sind 
die Kernporenkomplexe nicht voneinander zu unterscheiden, sie wirken besonders entlang 
der optischen Achse sehr verschwommen, was durch das schlechte Auflösungsvermögen 
vom ~500 nm verursacht wird. Somit konnte gezeigt werden, dass nicht nur aus fasrigen 
oder filamentösen Strukturen der Zellen 3D-Modell generiert werden können, sondern 
auch aus einzelnen punktuellen Strukturen, die nicht miteinander verbunden sind. 3D-
Modelle des Zellkerns wurden auch schon in früheren Studien mit konfokaler Mikroskopie 
erstellt (D'Angelo et al., 2006;Kubitscheck et al., 1996;Rabut et al., 2004). 
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Das Ziel dieser Arbeit lag aber nicht in der 3D-Darstellung des Zellkerns, sondern in der 
Analyse der Struktur der Kernporenkomplexe. Es wurden Abstandsmessungen zwischen 
verschiedenen Nukleoporinen innerhalb eines Kernporenkomplexes gemacht um die 
genaue Lage einzelner Nukleoporine bestimmen zu können, woraus ein 3D-Modell 
rekonstruiert werden kann. Bislang wurde die Struktur des Kernporenkomplexes 
fluoreszenzmikroskopisch in dieser Form und mit diesem Auflösungsvermögen noch nicht 
analysiert. 
Für die architektonische Analyse des Kernporenkomplexes wurde überwiegen mit der 
Elektronenmikroskopie gearbeitet. Dabei konnte herausgestellt werden, dass es sich bei 
dem Kernporenkomplex um eine achtfach radiär symmetrische Struktur mit einem 
Durchmesser von ~120 nm und einer Länge von ~200 nm handelt (Akey and 
Radermacher, 1993;Goldberg and Allen, 1993;Hinshaw et al., 1992;Akey and 
Radermacher, 1993;Goldberg and Allen, 1993;Hinshaw et al., 1992;Jarnik and Aebi, 
1991;Reichelt et al., 1990). Der Kernporenkomplex von Xenopus Oocyten wurde auf diese 
Weise besonders gut untersucht (Powers and Dasso, 2004;Akey and Radermacher, 
1993;Fahrenkrog and Aebi, 2003;Stoffler et al., 2006), da sich der Zellkern mit einem 
Binokular leicht aus der Oocyte heraus präparieren lässt und somit die weitere 
Verarbeitung für die Elektronenmikroskopie vereinfacht. Es konnten auch die Lokalisation 
einzelner Nukleoporine, wie zum Beispiel Nup153 (Fahrenkrog et al., 2004) innerhalb 
eines Kernporenkomplexes bestimmt werden. In der gleichen Arbeitsgruppe wurde auch 
mit der Cryo-Elektronen-Tomographie gearbeitet (Fahrenkrog et al., 2004;Lim and 
Fahrenkrog, 2006). Mit dieser Methode sind auch 3D-Modelle des Kernporenkomplexes 
von Dictystelium discoideum entstanden (Beck et al., 2004;Beck et al., 2007;Schwartz, 
2005;Suntharalingam and Wente, 2003). 
Es ist ebenfalls möglich, 3D-Modellen des Zellkerns von Saccharomyces cerevisiae durch 
elektronenmikrokopische Aufnahmen zu erstellen (Strambio-de-Castillia et al., 
1999;Winey et al., 1997). Des Weiteren wurde mit Hilfe der Atomic Force Microscopy der 
Aufbau des Kernporenkomplexes analysiert (Fahrenkrog and Aebi, 2003;Maco et al., 
2006;Stoffler et al., 2006). Aber bei all diesen angewendeten Techniken ist es nicht 
möglich, native Kernporenkomplexe zu analysieren. Die Probe war in den meisten Fällen 
zuvor sehr starken chemischen oder physiologischen Belastungen ausgesetzt, wie zum 
Beispiel bei der Fixierung, Behandlung mit Detergenzien, Dehydratisierung oder 
Rehydratisierung zu irgendeinem Zeitpunkt der Probenpräparation.  
Mit Hilfe der 4Pi-Mikroskopie wurde in dieser Arbeit fluoreszenzmikroskopisch die 
Lokalisation verschiedener Nukleoporine innerhalb eines Kernporenkomplexes bestimmt. 
Dazu wurde zunächst überprüft, wie gut einzelne Kernporenkomplexe aufzulösen sind. Die 
3D-Darstellung im 4Pi-Modus wurde schon kurz erläutert. Bei der Betrachtung eines 
axialen Schnittes durch einen Zellkern (Abb. 4.1.5 (D-F)) ist wiederum deutlich der Vorteil 
der 4Pi-Technik zu sehen. In der konfokalen Aufnahme (Abb. 4.1.5 (D) sind die Komplexe 
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nicht voneinander zu unterscheiden. Die Kernporen können in den Aufnahmen im 4Pi-
Modus, sowohl bei den Rohdaten (Abb. 4.1.5 (E)), als auch bei den linear dekonvoluierten 
Aufnahmen (Abb. 4.1.5 (F)) deutlich von einander abgegrenzt werden. Jedoch wird bei 
genauer Betrachtung der Abbildungen eine Phasenverschiebung innerhalb der Probe 
erkennbar. Dieser Effekt macht eine exakte Entfaltung nahezu unmöglich. Die 
Verschiebung der Phase durch die Probe ist dadurch bedingt, dass sich innerhalb des 
Zellkerns ein anderer Brechungsindex ergibt als in der näheren Umgebung. Von dieser 
Problematik wurde auch schon in früheren Studien bei den Aufnahmen von 
Aktinfilamenten berichtet (Schrader et al., 1998). Es ist auch bekannt, dass bei Messungen 
in denen der Zellkern involviert ist die Phasenverschiebung ein Problem darstellt 
(Bewersdorf et al., 2006).  
Um bei einer Messung sicher zu gehen, dass die PSF über das ganze Blickfeld stabil ist, 
wurden die interferometrischen Arme des 4Pi-Mikroskops symmetrisch konstruiert. Bei 
einer guten und genauen Justierung der Phasen, bedingt durch die Objektive und Spiegel 
im Strahlengang, sollte die Phase über > 30 µm stabil bleiben (Egner, 2002). Schon kleine 
Differenzen des Brechungsindexes zwischen Immersions- und Einbettmedium oder Probe 
führen zu einer z-abhängigen Phasenverschiebung, dabei handelt es sich um eine lineare 
Beziehung. Somit kann während des Scannens durch Verschiebung der Probe in der z-
Position der Phasenverschiebung bis zu einem gewissen Maß entgegen gewirkt werden 
(Egner, 2002). Für die Lösung dieses Problems wurde in der Gruppe von Stefan Hell eine 
Phasenkompensation entwickelt. Diese Möglichkeit der Phasenkorrektur ist aber erst 
kürzlich für kommerzielle 4Pi-Mikroskope erhältlich. Erste Anwendungen zeigten 
allerdings, dass bei der Vermessung des Zellkerns die Phasenverschiebungen zu groß sind 
um vollständig kompensiert zu werden. Bei der Betrachtung der 4Pi-Aufnahmen eines 
vergrößerten Ausschnitts an einer Stelle des Zellkerns an der ein deutliches 
Interferenzmuster detektiert wurde, konnten einzelne Kernporenkomplexe differenziert 
voneinander betrachtet werden (Abb. 4.1.5 (G-I)). An einzelnen Kernporenkomplexen 
gelang die Dekonvolution recht gut (Vergleich H und J in Abb. 4.1.5).  
 
5.3 Abstandsmessungen 
Durch die simultane Detektion zweier fluoreszierender Farbstoffe können viele biologische 
Fragestellungen gelöst werden, dabei kann die genaue Position und die räumliche 
Verteilung von verschieden markierten Proteinen ermittelt werden.  
(Kano et al., 2001)konnten erstmalig an biologischen Organismen den Vorteil der 
Doppelfärbung im 4Pi-Modus demonstrieren. Die Doppelfärbung der Membran von 
Escherichia coli erwies sich mit konfokalen Aufnahmen in axialer Richtung als gänzlich 
ungeeignet. Es konnten keine Aussagen über verschiedene Proteine getroffen werden. Mit 
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den 4Pi-Aufnahmen hingegen war es durchaus möglich, eine Aussage über die 
Lokalisation der Proteine zu treffen. Die 4Pi-Mikroskopie lässt sich sehr gut für die 
Lokalisierungsmessungen von Proteinen, die nebeneinander angeordnet sind, nutzen. 
In dieser Arbeit wurde vor den eigentlichen Abstandsmessungen innerhalb des 
Kernporenkomplexes überprüft, wie eine Doppelfärbung am Zellkern aufgenommen 
werden kann. Die Abb. 4.1.7 (A) zeigt eine 4Pi-Aufnahme eines Zellkerns einer Ptk2-Zelle 
bei dem zwei Nups, POM121 und Tpr, markiert wurden. Bei POM121 handelt es sich um 
ein transmembranes Protein, das sich somit im Mittelstück des Kernporenkomplexes 
befindet (Hallberg et al., 1993). Mit seinem NH2-terminalen Ende ist es in der Membran 
verankert. Es ist bekannt, dass das POM121 essentiell für Bildung und Aufrechterhaltung 
der Kernhülle ist (Antonin et al., 2005). Das COOH- Ende ragt in den mittleren Kanal des 
Kernporenkomplexes (Soderqvist and Hallberg, 1994) und fungiert somit als 
Permeabilitätsbarriere (Stavru et al., 2006). Immunhistochemisch wurde in diesen Zellen 
das Tpr markiert. Dabei wurde ein Antikörper verwendet, der an das C-terminale Ende des 
Tpr bindet. Tpr befindet sich auf der nukleären Seite des Kernporenkomplexes, dies wurde 
anhand von elektronenmikroskopischen Studien bereits gezeigt (Byrd et al., 1994;Cordes 
et al., 1997;Frosst et al., 2002;Krull et al., 2004). Auf der nukleären Seite bilden dünne 
Fibrillen mit einer Länge von ~40-60 nm einen so genannten nuclear basket. Diese 
Fibrillen sind lateral an ihren distalen Enden miteinander verbunden, dieser Ring wird 
terminaler Ring genannt (Goldberg and Allen, 1993;Krull et al., 2004;Jarnik and Aebi, 
1991). Sowohl das N-terminale, als auch das C-terminale Ende des Tpr kann dem 
terminalen Ring am Ende des nulear basket zugeordnet werden (Krull et al., 2004). Mit 
der Abb. 4.1.7 wird gezeigt, dass die Signale bei der Anwendung der 4Pi-Mikroskopie 
voneinander getrennt werden können, d.h. es ist möglich den mittleren Teil des 
Kernporenkomplexes vom terminalen Ring des nuclear basket zu trennen. Zudem konnte 
gezeigt werden, dass sich das C-terminale Ende des Tpr auf der Innenseite des 
Kernporenkomplexes befindet. Diese Aussage stimmt mit den Erkenntnissen früherer 
Studien überein. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit konnte nun auf die Abstandsmessungen 
zwischen verschiedenen Nukleoporinen innerhalb eines Kernporenkomplexes 
übergegangen werden. 
Unter den 30 verschiedenen Proteinen, aus denen der Kernporenkomplex aufgebaut ist, 
wird zwischen symmetrischen und asymmetrischen Proteinen unterschieden. Von 
symmetrischen Nukleoporinen wird gesprochen, wenn sie sowohl auf der 
zytoplasmatischen, als auch auf der nukleären Seite des Kernporenkomplexes vorhanden 
sind (Rout et al., 2000;Fahrenkrog et al., 1998). Bei den Abstandsmessungen, die in dieser 
Arbeit gemacht worden sind, wurden nur die asymmetrischen Proteine einbezogen, d.h. 
Proteine, die entweder auf der zytoplasmatischen oder auf der nukleären Seite lokalisiert 
sind. Symmetrische Proteine könnten nicht mit unterschiedlichen Fluorophoren markiert 
werden. Um sie auflösen zu können, müssten sie deshalb mindestens 110 nm voneinander 
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entfernt sein, aber das ist bei den symmetrischen Nukleoporinen nicht der Fall. Die 
asymmetrischen Nukleoporine hingegen können mit unterschiedlichen Fluorophoren 
markiert werden, wodurch auch sehr geringe Abstände gemessen werden können. 
Zunächst wurde der Abstand zwischen den am weitesten von einander entfernt liegenden 
Proteinen gemessen, dem Nup358 und dem Tpr. Das Nup358 ist an den Enden der 
zytoplasmatischen Filamente lokalisiert (Walther et al., 2001;Wu et al., 1995). Es besitzt 
vier RanGTP-Bindungsstellen und ist somit essentiell für den nukleären Transport. 
Walther et al. 1995 haben zwei verschiedene Epitope des Nup358 lokalisiert. Somit ist das 
C-terminale Ende des Nup358 der Bereich, der am weitesten in das Zytoplasma hineinragt. 
Der in dieser Arbeit verwendete Antikörper gegen Nup358 bindet an das C-terminale Ende 
(AS 2550-2840). Da sich das markierte C-terminale Ende des Tpr am distalen Ende des 
nuclear basket befindet (im Kapitel zuvor erläutert) und die C-terminale Region des 
Nup358 am Ende der zytoplasmatischen Filamente lokalisiert ist, ist davon auszugehen, 
dass es sich hierbei um den größten Abstand innerhalb eines Kernporenkomplexes handelt. 
Die Größe des Abstandes zwischen diesen Nukleoporinen ist noch nicht durch frühere 
Studien beschrieben worden. In dieser Arbeit konnte dieser Abstand unter Anwendung der 
4Pi-Mikroskopie sowohl mit Glycerol-Immersions-Objektiven auf eine Länge von 150±30 
nm, als auch mit Wasser-Immersions-Objektiven auf eine Länge von 160±24 nm bestimmt 
werden. Infolge früherer Studien wurde anhand Cryo-elektronentomographischer 
Aufnahmen die Länge des Kernporenkomplexes bestimmt, dabei ist das Mittelstück ~70 
nm, die zytoplasmatischen Filamente sind ~50 nm und die Filamente des nuclear basket 
sind ~75 nm (Fahrenkrog and Aebi, 2003) bis ~100 nm lang (Beck et al., 2004;Walther et 
al., 2001;Wu et al., 1995;Stoffler et al., 2003). Daraus ergibt sich eine Gesamtlänge von 
~200 nm. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass der Kernporenkomplex 
etwas kleiner ist. Um genauere Aussagen über die einzelnen Komponenten des 
Kernporenkomplexes treffen zu können, wurde die Länge sowohl der zytoplasmatischen 
Filamente, als auch die Länge des nuclear basket gemessen.  
 
Filamente des nuclear basket 
Die Länge der nukleären Filamente wurde durch die Vermessung des Abstandes zwischen 
POM121 und Tpr ermittelt. 
Anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde gezeigt, dass das C-terminale 
Ende des Tpr in HeLa-Zellen ~77 nm von der Mitte des Kernporenkomplexes entfernt ist. 
In Leberzellen einer Ratte wurde dieser Abstand hingegen zu ~68 nm vermessen (Frosst et 
al., 2002). Krull et al. haben verschiedene Epitope des Tpr in HeLa-Zellen entlang des 
nuclear basket mit Elektronenmikroskopie lokalisiert. Dabei konnte das C-terminale Ende 
des Tpr mit einem Abstand von ~76 nm von der Mitte des Kernporenkomplexes gemessen 
werden. Mit einem Elektronenmikroskop kann mit einer Auflösung von 0,1 nm gemessen 
werden, doch die aufwendige Vorbereitung der Objekte kann zu Artefakten führen. Mit der 
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4Pi-Fluoreszenzmikroskopie ist es möglich mit einem Auflösungsvermögen von ~110 nm 
und einer Lokalisierungsgenauigkeit von 3-10 nm zu arbeiten, aber die Probenpräparation 
ist nicht so aufwendig und schädigend für die Probe. In Ptk2-Zellen wurde ein Abstand 
zwischen POM121 und Tpr von 76±12 nm mit Glycerol-Immersions-Objektiven 
gemessen. Bei NRK-Zellen wurden 91±21 nm für diesen Abstand bestimmt, es wurden 
ebenfalls Glycerol-Immersions-Objektive benutzt. Der größere Abstand wurde in den 
NRK-Zellen gemessen, aber auch mit einer größeren Standardabweichung. Dies kann unter 
anderen daran liegen, dass es sich um unterschiedliche Zelltypen handelt. Was zuvor auch 
schon an dem Vergleich zwischen HeLa-Zellen und Rattenzellen (Leber) gezeigt wurde 
(Frosst et al., 2002). Des Weiteren konnte während der Messungen beobachtet werden, 
dass das GFP in den NRK eher zu bleichen schien. Dieses Phänomen kann ebenfalls zu 
einer Ungenauigkeit führen.  
Für die Messungen mit Wasser-Immersions-Objektiven des Abstandes zwischen POM121 
und Tpr musste ein anderer Tpr-Antikörper verwendet werden, da von dem bislang 
verwendeten nichts mehr zu Verfügung stand. Der nun verwendete Antikörper bindet an 
ein Epitop, das zwischen den Aminosäuren 1350-1650 liegt. In früheren Studien konnten 
verschieden Epitope des Tpr entlang des nuclear basket lokalisiert werden (Frosst et al., 
2002). Es ist bekannt, dass das Epitop zwischen den Aminosäuren 914-932 etwa 58 nm 
von der Mitte der Pore entfernt ist, in der gleichen Studie wurde der Aminosäurebereich 
1622-1640 mit einer Entfernung von ~61 nm von der Mitte der Kernpore lokalisiert. Ein 
weiterer Abstand konnte mit ~70 nm zwischen dem Aminosäurebereich 2063-2084 des 
Tpr und der Porenmitte mit der Elektronenmikroskopie gemessen werden (Krull et al., 
2004). Der Abstand des Tpr-Epitops 1350-1650, der in dieser Arbeit unter der 
Verwendung der 4Pi-Mikroskopie mit Wasser-Immersions-Objektiven gemessen wurde, 
beträgt 62±12 nm. Dieser Wert ergänzt die bereits vorhandenen Werte der Lokalisierung 
verschiedener Tpr-Epitope.  
 
Zytoplasmatische Filamente 
Um die Länge der zytoplasmatischen Filamente zu bestimmen, wurde der Abstand 
zwischen POM121 und Nup358 ausgemessen. 
In früheren Studien wurde die Position des Nup358 schon genauer untersucht. Es stellte 
sich heraus, dass das C-terminale Ende (AS 2501-2900) der Bereich ist, der das Ende der 
zytoplasmatischen Filamente bildet (Walther et al., 2001). Dabei wurden die 
Lokalisierungsmessungen zum einen mit der Rasterelektronenmikroskopie (REM) und 
zum anderen mit der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) gemacht. REM-
Messungen ergaben einen Abstand von ~39 nm zwischen dem C-terminalen Ende (AS 
2501-2900) und der Mitte des Kernporenkomplexes. Mit der TEM wurden ~57 nm als 
Abstand zwischen Porenmitte und C-terminalen Ende gemessen (Walther et al., 2001). 
Diese Messungen wurden an Xenopus Oocyten gemacht. In einer weiteren Studie wurde 
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der Abstand zwischen dem C-terminalen Ende des Nup358 und POM121 auf ~59 nm mit 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen an HeLa-Zellen bestimmt (Wu et al., 1995).  
Mit den Glycerol-Immersions-Objektiven konnte in NRK-Zellen ein Abstand von 84±18 
nm zwischen POM121 und Nup358 bestimmt werden. In HeLa-Zellen wurde der gleiche 
Abstand mit Wasser-Immersions-Objektiven vermessen und ergab 93±15 nm. 
Die Ergebnisse aller Messungen des Abstandes zwischen der Mitte des 
Kernporenkomplexes und Nup358 sind recht unterschiedlich. Zwischen der REM und der 
TEM sind große Differenzen zu erkennen, obwohl alle Messungen an dem gleichen 
Organismus durchgeführt wurden. 
In dieser Arbeit wurde der Abstand an zwei verschiedenen Zelltypen durchgeführt, was 
eine Differenz zwischen den Ergebnissen ergeben kann. Des Weiteren wurde einmal mit 
Glycerol-Immersions-Objektiven und in dem anderen Fall mit Wasser-Immersions-
Objektiven gearbeitet. Da das Auflösungsvermögen mit den Wasser-Immersions-
Objektiven (≥160 nm) etwas schlechter ist, als mit den Glycerol-Immsions-Objektiven 
(~110 nm), kann auch die Messung mit den Wasser-Immersions-Objektiven zu einem 
größeren Fehler führen.  
Die hier erhaltenen Abstände entsprechen nicht den publizierten Daten, die 
elektronenmikroskopisch erstellt wurden. Da die Probenaufbereitung für elektronen-
mikroskopische Aufnahmen viel aufwendiger ist, als für fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen, kann es dazu kommen, dass die zytoplasmatischen Filamente während der 
Probenpräparation nicht in ihrer ursprünglichen Form bleiben. Zudem kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass die zytoplasmatischen Filamente beweglich sind, denn sie 
sind nicht, wie die Filamente des nuclear basket am Ende miteinander verbunden.  
In einer anderen Studie wurde der Abstand zwischen POM121 und Nup358 mit einem 
Einzelmolekül-Fluoreszenzmikroskop gemessen. Dabei wurde der Abstand mit einer 
Länge von ~70 nm in HeLa-Zellen bestimmt (Kubitscheck et al., 2005). Das 
Einzelmolekül-Fluoreszenzmikroskop hat eine laterale Auflösung von ~300 nm und axial 
von ~800 nm (Kubitscheck et al., 1996). In diesem Fall wurden die Fluoreszenzsignale 
hintereinander aufgenommen und nicht wie bei der 4Pi-Mikroskopie gleichzeitig. Die 
Ergebnisse der Einzelmoleküluntersuchungen ähneln den in dieser Arbeit erhaltenen 
Ergebnissen. Dies könnte daran liegen, dass sowohl für die Einzelmolekültechnik, als auch 
für die 4Pi-Mikroskopie das gleiche Präparations-Verfahren angewandt wurde. 
 
FG-Domänen 
Bisher wurde die Lokalisation von Nukleoporinen bestimmt, die sich an den äußersten 
Stellen, am Ende der zytoplasmatischen Filamente und am distalen Ende des nuclear 
basket des Kernporenkomplexes befinden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die 
Position von Nukleoporinen bestimmt, die sich in der Nähe des Mittelteils befinden und 
FG-Domänen beinhalten. Zunächst wurde die Position von Nup153 bestimmt. Bei Nup153 
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handelt es sich um eines der best untersuchten FG-reichen Nukleoporine. Es spielt sowohl 
beim Proteinimport als auch RNA Export eine wichtige Rolle (Paulillo et al., 2006;Walther 
et al., 2001;Fahrenkrog and Aebi, 2003). Das Nup153 kann in drei Domänen eingeteilt 
werden, die N-terminale, die Zinkfinger und die FG-reiche C-terminale Domäne (Griffis et 
al., 2004;Prunuske et al., 2006). Es wurde in früheren Studien verschiedenen Regionen des 
Kernporenkomplexes zugeordnet. Zuerst sollte es am distalen Ring des nuclear basket 
lokalisiert sein (Pante and Kann, 2002). Des Weiteren wurde das Nup153 dem nuklearen 
Ring, der Verbindungsstelle von Korbstruktur und Mittelstück, zugeordnet (Walther et al., 
2001). Fahrenkrog et al. 2002 zeigten anhand von elektronenmikroskopischer Aufnahmen, 
dass das N-terminale Ende des Nup153 am nuklearen Ring vorhanden ist. Sie konnten 
auch zeigen, dass die Zinkfinger-Domäne am distalen Ring des nuclear basket verankert 
ist. Ihre Daten deuteten darauf hin, dass das C-terminale Ende flexibel und mobil ist, da es 
sowohl am distalen Ring des nuclear basket als auch am nuklearen Ring und auch an der 
zytoplasmatischen Peripherie der zentralen Poren lokalisiert werden konnte. Auch in 
anderen Studien konnte die FG-reiche Domäne im Zentrum des Kernporenkomplexes 
lokalisiert werden (Fahrenkrog and Aebi, 2003;Fahrenkrog et al., 2004). 
In dieser Arbeit wurden HeLa-Zellen mit einem eGFP(3)-Nup153 Konstrukt transfiziert, 
d.h. mit dem Fusionsprotein Nup153 wurden drei Moleküle GFP exprimiert. Das GFP war 
dabei am N-terminalen Ende des Nup153 positioniert. Durch die Abstandsmessungen mit 
Nup358 und Tpr konnte die genaue Position der N-terminalen Domäne des Nup153 
festgelegt werden. Der Abstand zum Nup358, und somit zum Ende der zytoplasmatischen 
Filamente beträgt 88±17 nm. Und der Abstand zum Tpr (AS 1350-1650) beträgt 62±15 
nm. Da die genaue Lokalisation von Nup358 und Tpr (AS 1350-1650) in den vorherigen 
Messungen bestimmt wurde, kann der hier durch GFP markierte N-terminale Bereich des 
Nup153 dem Mittelstück des Kernporenkomplexes zugeordnet werden. Dieses Ergebnis 
entspricht nicht denen der vorherigen Studien. Es sollte an dieser Stelle darauf hingewiesen 
werden, dass in den früheren Studien die Position den Nup153 ausschließlich 
elektronenmikroskopisch untersucht wurde. Zuvor wurde gesagt, dass es sich bei dem 
Nup153 um eines der best untersuchten Nukleoporine handelt. Aber diese neuen 
Ergebnisse zeigen, dass die Untersuchungen noch nicht abgeschlossen sind.  
Bei der Untersuchung von Mab414 werden mehrere Nukleoporine beobachtet. In diesem 
Fall zeigt der verwendete Antikörper eine Spezifität für die Phenylalanin-Glycin reichen 
Domänen (FG-Domänen) der Nukleoporine p62, p152 und p90. Die FG-Domänen sind für 
die Interaktion des Kernporenkomplexes mit den Transportrezeptoren, die den 
signalabhängigen Cargotransport zwischen Zellkern und Zytoplasma regeln, zuständig 
(Conti and Izaurralde, 2001;Gorlich and Kutay, 1999). Das p62 ist von diesen Proteinen 
bislang am besten untersucht. In verschiedenen Studien konnte es durch 
elektronenmikroskopische Untersuchungen sowohl der zytoplasmatischen als auch der 
nukleären Peripherie des zentralen Kanals im Kernporenkomplex zugeordnet werden 
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(Schwarz-Herion et al., 2007;Walther et al., 2001;Pante and Kann, 2002;Stoffler et al., 
1999). Das p62 ist durch drei verschiedene Teile zusammengesetzt, den N-terminalen Teil, 
welcher fünf FG-Domänen beinhaltet, einer Threonin-reichen Region, und einem C-
terminalen Teil (Denning et al., 2003). Des Weiteren zeigten Schwarz-Herion et al.2007, 
dass das N-terminale Ende des p62, welches die FG-Domänen beinhaltet, ~17,5 nm von 
der Mitte des Kernporenkomplexes aus in dem zytoplasmatischen Bereich liegt. Sie 
zeigten zusätzlich anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen, dass sich das N-
terminale Ende auch auf der nukleären Seite befindet, ~20 nm von der Poren entfernt.  
Sie begründeten Ihre Ergebnisse damit, dass FG-reiche Domänen flexibel und aufgrund der 
Beteiligung am nukleären Transport sehr mobil sind. 
In dieser Arbeit wurde Mab414 ausschließlich an der zytoplasmatischen Seite des 
Kernporenkomplexes detektiert. Es wurden verschiedene Abstandsmessungen 
durchgeführt, um die genaue Position von Mab414 zu bestimmen. Zwischen Mab414 und 
Nup358, beide Nukleoporine wurden durch Antikörper markiert, konnte ein Abstand von 
19±18 nm bestimmt werden. Der Abstand zum POM121 beträgt 71±17 nm. Obwohl zuvor 
gezeigt wurde, dass das N-terminale Ende des Nup153 etwa an der gleichen Stelle 
lokalisiert ist wie POM121, ist der Abstand zum Mab414 mit 45±16 nm etwas geringer. Da 
das Nup153 auch über eine mobile FG-reiche Domäne am C-terminalen Ende verfügt, ist 
es möglich, dass der Mab141-Antikörper auch an diese Domäne gebunden hat. Denn p62, 
p152 und p90 sind dem Mittelstück des Kernporenkomplexes zugeordnet. Bei einer 
Immunfärbung wird die Kernmembran und nicht der Kernporenkomplex an sich 
permeabilisiert, deshalb besteht die Möglichkeit, dass eine Antikörperfärbung mit dem 
Anti-Mab414-Antikörper an den FG-Domänen des p62, p152 und p90 nicht möglich ist. In 
diesem Fall ist der Anti-Mab414-Antikörper eine Verbindung mit FG-Domänen 
eingegangen, die frei lagen. Solch eine FG-Domäne könnte die des Nup153 sein. Des 
Weiteren wird mit dieser Messung darauf hingedeutet, dass am nuclear basket keine FG-
Domänen vorhanden sind, oder in einer wesentlich geringeren Anzahl, als an den 
zytoplasmatischen Filamenten. 
Diese Ergebnisse bestätigen nicht die Aussagen früherer Studien, bei denen mit 
elektonenmikroskopischen Daten gearbeitet wurde. Es ist unabdinglich weitere Studien zur 
Lokalisierung von Mab414 und den FG-Domänen durchzuführen, dies sollte möglichst an 
lebenden Zellen geschehen. 
 
5.4 Limitierung der 4Pi-Mikroskopie 
Mit herkömmlicher konfokaler Fluoreszenz-Mikroskopie ist es möglich, eine Tendenz 
festzustellen, ob ein Nukleoporin auf der nukleären oder der zytoplasmatischen Seite des 
Kernporenkomplexes vorhanden ist (Bernad et al., 2004;Engelsma et al., 2004;Griffis et 
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al., 2002;Guan et al., 2000;Walther et al., 2001;Hase et al., 2001). Durch das verbesserte 
Auflösungsvermögen in der 4Pi-Mikroskopie ist es nun möglich, fluoreszenz-
mikroskopisch genaue Positionsbestimmungen einzelner Nukleoporine zu machen. Es 
wurde gezeigt, dass Abstandmessungen innerhalb eines Kernporenkomplexes mit gleicher 
Präzision, wie mit der Elektronenmikroskopie gemacht werden können. Mit der 
Fluoreszenzmikroskopie können lebende Zellen untersucht werden, das ist ein großer 
Vorteil gegenüber der Elektronenmikroskopie. Mit der 4Pi-Mikroskopie haben sich die 
Messungsversuche an lebenden Zellen mit Wasser-Immersions-Objektiven allerdings als 
schwierig erwiesen. Messungen an lebenden Säugetierzellen können ausschließlich in 
einem geeigneten Medium stattfinden, dazu sollte die Temperatur konstant auf 37°C 
gehalten werden. Zudem müsste eine Begasung mit CO2 stattfinden, damit es nicht zu pH-
Änderungen des Mediums kommt. Diese Bedingungen können aufgrund der 
Probenpräparation nicht erfüllt werden. Deshalb sind die Messungen an lebenden Zellen 
zeitlich stark limitiert. Um erfolgreich lebende Säugetierzellen messen zu können, müsste 
der Aufbau so erweitert werden, dass die notwendigen Bedingungen erfüllt werden 
können. Hefe-Zellen hingegen können mit der 4Pi-Mikroskopie lebend gemessen werden, 
da bei diesen Zellen die Haltungsbedingungen nicht so kritisch wie bei Säugetierzellen 
sind, es kann sowohl auf die konstante Temperatur als auch auf die CO2-Begasung 
verzichtet werden. Da die Hefezellen aber nicht an den Deckgläsern anwachsen, kann es zu 
Bewegungen innerhalb der Probe kommen, was die Messungen erschwert.  
In dieser Arbeit wurden Kernporenkomplexe analysiert. Es ist bekannt, dass einige 
Nukleoporine mobil sind (Fahrenkrog et al., 2004). Aufgrund der langsamen 
Datenaufnahme, bedingt durch mehrfaches Akkumulieren um das Signal zu verstärken, 
können diese Nukleoporine eventuell in lebenden Zellen nicht präzise lokalisiert werden. 
Des Weiteren hängt die Stabilität des Mikroskops von vielen Faktoren ab, dazu gehören 
die Luftfeuchtigkeit, Raumtemperatur und auch der Luftstrom im Raum. Somit ist der 
Aufwand für erfolgreiche 4Pi-Messungen recht hoch. Eine Verbesserung der Abschirmung 
des Aufbaus und somit eine größere Unabhängigkeit von Umgebungsparametern wäre 
wünschenswert. 
Es hat sich gezeigt, dass die  4Pi-Mikroskopie gut für Lokalisationsmessungen in fixierten 
Proben geeignet. Die Erstellung von 3D-Modellen kann sich als schwierig erweisen, wenn 
innerhalb der Probe große Phasenverschiebungen auftreten, wie es bei der Untersuchung 
des Zellkerns der Fall ist. Hinzu kommt die langsame Datenaufnahme für den kompletten 
Kern, die sich auf ~1h beläuft. Da sich die Kernporenkomplexe entlang der Kernmembran 
bewegen können, kann es zu Ungenauigkeiten kommen.  
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5.5 Ausblick 
In den letzten Jahren wurden verschiedene Methoden für die Mikroskopie mit erhöhter 
Auflösung entwickelt. Dabei handelt es sich zum einen um Methoden, die in der einen oder 
anderen Form die Bildrekonstruktion auf die Beobachtung einzelner leuchtender 
Fluorophore zurückführen, dazu gehören z.B. photo-activated locaization microscopy 
(PALM) und stochastic optical reconstruction microscopy (STORM), oder um Methoden, 
bei denen optische Nichtlinearitäten zur Verschärfung der Beugungsfiguren eingesetzt 
werden, wie bei der STED-Mikroskopie. 
Für eine optimale Studie bezüglich der Topographie des Kernporenkomplexes wäre ein 
Fluoreszenzmikroskop wünschenswert, welches sowohl in axialer als auch in laterale 
Richtung eine verbesserte Auflösung hat. 
In der gleichen Arbeitsgruppe, in der das 4Pi-Mikroskop entwickelt wurde, wurde jetzt ein 
Mikroskop entwickelt, das sowohl in lateraler als axialer Richtung ein verbessertes 
Auflösungsvermögen hat (Schmidt et al., 2008). Dabei handelt es sich um das Iso-STED-
Mikroskop. Das Iso-STED-Mikroskop ist eine Kombination aus einem STED- und einem 
4Pi-Mikroskop. Ein STED-Mikroskop (Stimulated-Emission Depletion) ist ein konfokales 
Mikroskop, dessen Auflösung nicht beugungsbegrenzt ist. Es wird das Resolft-Prinzip 
angewendet, dabei wird nach Anregung gezielt die angeregte Stelle mit einem zweiten 
Lichtstrahl abgeregt. Der zweite Lichtstrahl wird mit einer Intensitätsverteilung versehen, 
die in der Mitte des Strahls Null ist. An dieser Stelle findet durch diesen Lichtstrahl keine 
stimulierte Emission statt. Die Intensität des anregenden und abregenden Strahls wird so 
eingestellt, dass der Bereich, in dem durch den zweiten Lichtstrahl keine stimulierte 
Emission stattfindet, kleiner ist als das optische Auflösungsvermögen. Gescannt wird somit 
mit einer apparenten PSF die kleiner als das klassische Auflösungsvermögen ist. Dadurch 
ist eine Auflösungsverbesserung bis zu 30 nm in lateraler Richtung möglich (Dyba and 
Hell, 2002;Hell et al., 1994;Klar et al., 2000). 
Diese Kombination aus 4Pi- und STED-Mikroskopie ist für 3D-Abbildungen die optimale 
Lösung, da es zu einem Auflösungsvermögen von ~50 nm sowohl in axialer als auch in 
lateraler Richtung kommen kann. 
Da einige Nukleoporine innerhalb des Kernporenkomplexes mehr als 50 nm voneinander 
entfernt liegen, könnte es mit einem Iso-STED-Mikroskop möglich sein, anhand von 
Fluoreszenzaufnahmen eine 3D-Ansicht des Kernporenkomplexes wieder zugeben, mit 
genauer Positionierung einzelner Nukleoporine. Würden mit dem Iso-STED-Mikroskop 
Abstandsmessungen gemacht werden, so bestünde die Hoffnung, dass mit einem sehr 
stabilen Aufbau Lokalisierungsgenauigkeiten von 1 nm erreicht werden könnten. 
Nachteilig wären aber weiterhin die genaue Probenpräparation, sowie die Sensibilität des 
Geräts auf die Umgebung. Zudem ist es nicht möglich mehrere Fluorophore gleichzeitig 
anzuregen oder zu detektieren. 
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Eine weitere Entwicklung auf dem Gebiet der hochauflösenden mikroskopischen 
Verfahren ist die three-dimensional structured illumination microscopy (3D-SIM). Es wird 
ein herkömmliches Lichtmikroskop genutzt, durch strukturierte Beleuchtung der Probe 
wird eine 2fach höhere Auflösung sowohl lateral als auch axial erzielt. Die wiederholte 
Bestrahlung mit verschieden orientierten Beleuchtungsmustern ergibt einen Datenraum, 
der für eine Bildrekonstruktion in Form eines 3D-Modells verwendet wird. Diese Methode 
erlaubt Abbildungen von Details innerhalb des Zellkerns. Durch die gleichzeitige 
Detektion drei verschiedener Wellenlängen konnten(Schermelleh et al., 2008)die 
Kernhülle, die Kernporen und die DNA simultan messen.  
Für die weiteren Analysen der Topographie des Kernporenkomplexes wäre die 3D-SIM 
gut geeignet, da hierbei eine Auflösung von 120±3 nm möglich ist (Schermelleh et al., 
2008). Da ein herkömmliches Fluoreszenzmikroskop genutzt wird, wird die Anwendung, 
sowohl in Bezug auf die Probenpräparation als auch auf die Justage, einfacher gegenüber 
der 4Pi-Mikroskopie sein. 
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6 Zusammenfassung  
Zu Beginn dieser Arbeit wurde der Zusammenhang des strukturellen Aufbaus und der 
Funktion anhand verschiedener Modelle des nukleozytoplasmatischen Transports erläutert. 
Aufgrund dessen fokussierte sich die Arbeit auf die Topographie des 
Kernporenkomplexes. Anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen wurde die 
Struktur des Kernporenkomplexes bereits eingehender analysiert. Lebende Zellen können 
jedoch nur lichtmikroskopisch untersucht werden. Aufgrund der schlechten Auflösung kam 
die Methode der Fluoreszenzmikroskopie aber bei der detaillierten Untersuchung am 
Kernporenkomplex nur wenig zum Einsatz. Durch die Weiterentwicklung in der 
Fluoreszenzmikroskopie ist es möglich, Lokalisierungsmessungen an beugungsbegrenzten 
Objekten um eine Größenordnung besser als das vorhandene Auflösungsvermögen 
durchzuführen. Die Präzision der Lokalisierung ist hierbei aber unter anderem abhänging 
vom Auflösungsvermögen des optischen Systems. Da mit der 4Pi-Mikroskopie eine 5-
7fach verbesserte Auflösung entlang der optischen Achse erreicht werden kann, als in der 
klassischen Fluoreszenzmikroskopie, sollte sich dieser Auflösungsgewinn positiv auf die 
Lokalisierung von Strukturen auswirken. In dieser Arbeit wurde eines der ersten 
kommerziell erhältlichen 4Pi-Mikroskope (TypA) etabliert, um die Position verschiedener 
Nukleoporine innerhalb des Kernporenkomplexes zu analysieren. Die Auflösung des 4Pi-
Mikroskops entspricht zwar der Dimension eines Zellkerns, aber es konnte gezeigt werden, 
dass die Lokalisierung der Nukleoporine präziser als mit der konfokalen Mikroskopie 
durchgeführt werden kann. Durch Abstandsmessungen wurde die Länge des 
Kernporenkomplexes, sowie der zytoplasmatischen und nukleären Filamente bestimmt. 
Zudem war es möglich verschiedene FG-Regionen innerhalb des Kernporenkomplexes zu 
lokalisieren. Für die Messungen wurden Glycerol-Immersions-Objektive und im weiteren 
Verlauf Wasser-Immersions-Objektive eingesetzt. Mit den Glycerol-Immersions-
Objektiven konnte nur an fixierte Zellen gemessen werden. Durch den Einsatz der Wasser-
Immersions-Objektive wurde die Möglichkeit geboten lebende Zellen zu analysieren. Da 
das Auflösungsvermögen der Wasser-Immersions-Objektive etwas schlechter ist als bei 
den Glycerol-Immersions-Objektiven, wurde zunächst gezeigt, dass die Lokalisierung 
unter Anwendung der Wasser-Immersions-Objektive mit annähernd gleicher Präzision, 
wie mit den Glycerol-Immersions-Objektiven erfolgen kann. Messungen an lebenden 
Zellen konnten nicht durchgeführt werden. Bedingt durch die Probenpräparation, die 
Justierung des Mikroskops und die langsame Datenaufnahme, konnte das limitierende 
Zeitfenster, das für Messungen an lebenden Zellen vorhanden ist, nicht eingehalten 
werden. Allerdings konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass topographische Analysen 
an Proteinkomplexen mit Hilfe der Lichtmikroskopie mit einer Präzision möglich sind, wie 
sie bisher nur die Elektronenmikroskopie ermöglichte. 
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APD Avalanche Photodioden 
BSA Bovine serum albumine 
DMEM Dulbecco`s modified Eagle Medium 
EM Elektronenmikroskopie 
EOM Elektrooptischer Moldulator 
FBS Fötales Rinderserum 
FG Phenylalanin-Glycin 
FSG Fish skin galantine 
FWHM Full width at half maximum 
GFP Green fluorescent protein 
HBO Quecksilberdampflampe 
LB-Schicht Langmuir-Blodgett-Schicht 
MEM Minimum Eagle`s Medium 
NPC Nuclear Pore Complex (Kernporenkomplex) 
NTR Nuclear transport receptor 
Nup Nukleoporin 
PALM Photo-activated localization microscopy 
PBS Phosphate-buffered saline 
PFA Paraformaldehyd 
PMT Photomultiplier 
PSF Poin-Spread-Funktion  
REM Rasterelektronenmikroskopie 
ROI Region of interest 
3D-SIM 3-dimensional structured illumination microscopy 
STED stimulated-emission depletion 
STORM stochastic optical reconstruction microscopy 
TEM Transmissionselektronenmikroskopie 
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